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2 SUR WACTION ANTISEPTIQUE DE T*ACIDE FORMIQUE 


Par M. E. DUCLAUX. 


C’est un fait mis en évidence par M. E. Roux, et dont il 
existe déja plusieurs exemples, que l’exposition 4 lalumiére de 
certains milieux nutritifs suffit quelquefois & les rendre impro- 
pres ala culture de microbes qui s’y développaient sans peine 
auparavant. D’ot peut provenir cet effet? I] est probable qu’il ne 
procéde pas toujours de la méme cause. Il est probable aussi, 
pour employer une expression de physique, qu’il n’exige pas 

- toujours la méme quantité d’énergie. Un liquide peu propre a une 
culture n’a sans doute besoin, pour y devenir impropre, que d’une 
modification trés faible, et par la difficilement saisissable. Si donc 
on yeut étudier ce phénoméne, il faut s’adresser & un milieu de 
culture trés bien approprié 4 ]’espéce qu’on veut y faire pousser. 
Mais, par contre, avec lui, on peut s’attendre a ce que sa stérili- 
sation au soleil sera difficile. 

Comme exemple de parfaite accommodationentre la plante et 
le liquide nutritif, il est impossible de trouver mieux que l’asper- 

a gillus niger et le liquide Raulin. Ce liquide a une composition 

ae bien précise, peut étre préparé au moyen de corps purs et cristal- 

j lisés. De plus il renferme de l’acide tartrique et du sucre. Or, j’ai 

vu, dans un travail précédent, que l’acide tartrique se décompose 
facilement au soleil, en donnant de l’acide formique, Cet acide 

formique n’apparait que rarement, et d’ordinaire en proportions G 
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tres faibles, mane les liquides de culture. On sait qu ‘il a We pro- 
priétés antiseptiques. Sa production était donc de bon augure, 
et il n’y avait qu’a voir si elle était ‘assez abondante pour stéri- 
liser le liquide Raulin. Quant au sucre, je m’altendais, d’aprés 
mes recherches antérieures, a le voir rester inaltéré au soleil, et 
ne prendre aucune part au phénoméne. J’avais trouvé en effet 
‘qwil résiste a l’action de la lumiére quand il est’ en solution 
neutre ou légerement acidulée par un acide minéral. Je me suis 
convaincu qu’il se détruit au contraire peu & peu quand il est en 
présence de l’acide tartrique, qui l’entraine dans son mouvement 
de décomposition. Je me contente pour le moment de signaler 
ce fait, me proposant d’y revenir. Il est secondaire au point de 
vue qui nous préoccupe, et n’intervient pas dans le résultat. Je 
veux me borner a |’étude des effets provenant de la destruction 
de l’acide tartrique, quise brile au soleilsans changement sen- 
sible dans lacidité, et, autant qu’on peut le voir, conformément a 
la formule suivante : 


. CBHSO? + 60 = 2 C?H?04 + 2.0204 + 2 HO 


Dans un liquide Raulin fraichement préparé, et exposé au 
-soleil de Paris, du milieu de juin a la fin de juillet 1892, ce qui 
' représente tout au plus une dizaine de jours de belle insolation, 
_ acide tartrique avait passé de 3%,26 & 2,21 par litre, et il 
- s était formé 0, 64 d’acide formique par litre. 
L’action dela lumiere diffuse produit le méme résultat, mais 
avec une tres grande lenteur: elle ne commence guere a étre 
-mesurable qu’au bout de quelques mois. Mais j'ai trouvé dans 
_.les réserves de mon laboratoire un. liquide ou elle était. trés 
avancée: c’était un liquide Raulin conservé depuis vingt ans dans 
un grand ballon Pasteur & deux tubulures, dont l'une fermée, 
~ et l'autre ouverte, effilée et recourbée en col de cygne. Dans ce 
ballon, resté exposé ala lumiére diffuse du laboratoire, le liquide 
_s’était évaporé faiblement, avait pris la teinte de la biére brune, 
_ mais il était parfaitement stérile, et toutes les transformations 
BP qu il avait subies provenaient exclusivement de l’action combinée 
a _ dela Jumieére et de l’oxygéne de l’air. Or, il contenait 0,900 
E |  d'acide formique Han litre. . uae ags 
ae Il y restait 4, 5 0/0 de sucre, de sorte qu'il n’y avait 
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‘qu’a le verser en’ couche mince dans une cuvette, et a. y ense- 

S -‘mencer des spores fraiches d’aspergillus niger, pour voir s’il était ; 

3 ‘encore propre a la culture. En plagant a cdté'le liquide Raulin i: 

7 -insolé dont nous avons parlé tout 4 l'heure, et du liquide Raulin ee 

. -neuf, on avait une gamme d’expériences. qui se contrdlaient 
mutuellement. Voicice qu’on trouve dans ces conditions, Pendant 

4 que sur le liquide normal, les spores ensemencées forment un 

; feutrage 6pais qui recouvre rapidement, toute la surface et.’se i 

F couvre le troisiéme jour de filaments fructiféres, les spores ense- 

; mencées sur le liquide 4gé de vingt ans sont restées plusieurs 

a jours inertes; puis elles ont donné de rares ilots superficiels 

3 isolés qui ne sont devenus que lentement confluents, On avait 

4 pourtant ce sentiment que la culture devenait de plus en plus . 

: facile, comme si l’obstacle du début disparaissait peu’a peu, et 

: en effet l’étude du liquide sous-jacent, lorsque le mycélium ena 

j recouvert lasurface, a prouvé quel’acide formique en avait pres- 

' que totalement disparu. A partir de ce moment, le liquide. est 

: du liquide normal. On peut enlever la premiére culture pour, en 

q Jaisser pousser une seconde qui ne subit plus les mémes retards 

7 que la premiere, et finalement le poids total de la récolte est a tres 

F peu présle méme que s’il n’y avait jamais eu d’acide formique. 


Dans une de mes expériences, le poids de plante seche repré- 
sentait 27 0/0 du poids du sucre initial ; le chiffre correspondant 
était de 29 0/0 dans une cuvette placée a coté de la premiere, et 
contenantla méme quantité de liquide Raulin normal. ; 
L’acide formique est done un antiseptique puissant, mais un 
antiseptique d’une espeéce particuliére, qui peut étre brilé. et 
détruit par la plante dont il arréte le développement. La notion 
de lutte apparait clairement dans son histoire. Pour peu que la 
plante réussisse 4 résister et prendre un peu le dessus a l’ori- 
gine, elle est sire de triompher, a la condition que le liquide 
: favorise par ailleurs son développement; au contraire, au moindre 
: défaut de la part de ce liquide, la plante faiblit et est écrasée. 
On voit que la dose d’acide formique qui correspond a peu 
pres a l’égalité des forces antagonistes dans le liquide Raulin est 
de moins de f gramme par litre : elle serait plus faible dans un 
liquide moins favorable. On voit aussi que, cet acide disparu, 
rien ne s’oppose plus au développement, ce qui prouve qu'il est 
‘seul actif dans la circonstance. J’aitenu pourtant a vérifier cette 
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- conclusion en faisant plusieurs cultures paralléles, sur du liquide 
-Raulin normal et. additionné de doses croissantes d’acide for- 


‘mique. J’ai vu ainsi que toule culture était impossible dans un 
liquide Raulin normal additionné de 4*',36 par litre d’acide for- 


-mique. Elle s’accommode au contraire trés bien de doses beau- 


coup plus élevées d’acide tartrique. 

ll est bien entendu que, de méme que pour un grand nombre 
d’autres antiseptiques, cette dose resterait sans action sur une 
“culture déja faite, capable de briler physiologiquement, ou, au 
‘moins, sans souffrance apparente, l’acide formique qu’on 
‘essaierait contre elle. J’ai depuis longtemps insisté sur toutes 
ces notions relatives aux antiseptiques, et je n’y reviendrai pas. 

Penicillum glaucum. — L’aspergillus niger n’est pas la seule 
espece vivante sur laquelle l’acide formique exerce une action 
antiseptique : les mémes procédés opératoires permettent de s’en 
assurer. Il y a seulement une précaution de plus a prendre. 
Beaucoup de microbes tolérent difficilement l’acidité du milieu 
de culture, et on est exposé par suite a attribuer a l’action spéci- 
fique de l’acide formique des effets uniquement dus a sa qualité 
d’acide. Pour séparer les deux actions, il suffit de faire simulta - 
nément deux séries d’expériences, l’une avec le milieu de culture 
additionné de doses régulitrement croissantes d’acide formique, 
lautre avec ce méme milieu additionné de doses équivalentes 
d’un acide inoffensif, comme l’est d’ordinaire l’acide tartrique, 
par exemple, ou encore l’acide acétique. Si l’acide formique a 
une action spécifique, on verra, dans les matras qui le contien- 
nent, la culture s’arréter 4 un niveau acide inférieur a celui des 
matras contenant un autre acide. 

Conduite ainsi, l’expérience montre qu’avec le penicillum 
glaucum, tout se passe comme avec l'aspergillus niger. Avec 
08,8 d’acide formique par litre, sur de l'eau de touraillons sucrée, 
le développement est trés lent, mais finit parse faire. Avec 12,2, 
il est impossible pour les spores. Il ne se fait que sion porte ala 
surface du liquide une petite touffe mycélienne déja développée, 
qui se débarrasse d’abord de l’acide formique surabondant et 
finit par le faire disparaitre, 4 mesure qu’elle envahit la surface. 

Botrytis bassiana. — Le champignon dela muscardineestencore 
plus sensible que les précédents a l’acide formique, du moins 
lorsqu’on le cultive sur du bouillon de veau, qui du reste lui 
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convient tres bien, Avec 0®",4 par litre d’acide formique, tout 
développement est impossible, lorsqu’on ne sme que des spores, 
et qu’on n’apporte pas dans le liquide une touffe mycélienne 
déja formée. 


_ Levures. —J’ai étudié, dans les mémes conditions, un certain 
nombre de levures, dont voici l’énumération: 


1° Levure de pale-ale de Bass; 

- 9° Levure de Ja brasserie de Lewenbrau, de Munich; 
3° Levure de — Hofbrau; | ; : 
4° Levure désignée par M. Pasteur, dans ses Etudes sur la biére, sous le 


nom de grosse levure, et rajeunie aprés 45 ans et demi de séjour dans la 


biére qu’elle avait produite ; 
5° Levure retirée d'une biére de la brasserie Velten, & Marseille ; 
6° Levure de biére basse. d’origine inconnue. 


Toutes ces levures, ensemencées en tres faibles quantités, se 


comportent & peu pres de méme, et ne peuplent du moat de 
biére ou de ]’eau de touraillons sucrée que si le liquide contient 
moins de 0,8 d’acide formique par litre. Avec 0®',4, ledéveloppe- 
mentest déja retardé ; mais, quand la levurea réussi & pousser, 
elle ne se distingue par aucun caraciére extérieur de celle qui a 
peuplé le méme liquide non additionné d’acide ou additionné 
d’acide tartrique au lieu d’acide formique. Encore ici, la levure 
en poussant brile l’acide formique, et on peut triompher de 
Vinertie du début en ensemengant plus abondamment la liqueur. 


Tyrothrix tenuis et T. geniculatus. — Les résultats sont a peu 
pres les mémes avec ces deux microbes du fromage. Le T. tenuis 
met 12 jours & envahir du bouillon de veau additionné de 0s", 4 
d’acide formique par litre. ll se refuse & pousser quand la dose 
est poussée a 0,8. Le T. geniculatus n’aime pas les milieux 
acides, et avec lui il faut comparer de pres les cultures faites en 
présence de l’acide tartrique avec celles qui sont faites en pré- 
sence de l’acide formique. On trouve ainsi qu’il se refuse a peu- 
pler un liquide contenant 0",£ par litre de ce dernier acide, tandis 


qu'il supporte une dose équivalente d’acide tartrique. Mais il 
souffre et se développe en paquets gélatineux au fond du matras.: 


Microbes pathogenes. — Cette partie des expériences a été faite 
avec beaucoup de soin, enmon absence, par M. Pottevin, quia 
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opéré sur les bacilles charbonneux et pyocyanique, sur Je microbe) 
du choléra des poules et le streptococcus pyogenes. Chacun de ces: 
thicrobes: a été ensemencé dans 9 matras contenant chacun: 
20¢ de bouillon, et dont un était un ballon témoin, tandis que les: 
8 autres étaient partagés en deux séries de quatre ballons 
chacune. Dans les ballons de ces deux séries, on introduisait des 
doses équivalentes ‘deux a deux, et régulirement croissantes, 
d’acide formique et d’acide tartrique. Le résumé des résultats se 
trolive contenu dans le tableau suivant, ot les doses d’acide tar- 
trique et.d’acide formique sont exprimées en millionniémes, 
c’est-a-dire en milligrammes par litre : 


Bactéridie * > Bacille ~~ Choléra des Streptoc. 


; charbonneuse, pyocyanique. poules, pyogéne. 
Ballon témoin Cee ueeN a i a ty a 
15™s", acide formique’ + a — +. 
30: oe a5 at a 2 
60 Be = es igs ear 
10 % _ — Le yee 
25mer, acide tartrique _ 23 te we 
50 » — mee SS Ee 
AGO Bh = ar _ ao 
200 een) — — a a 
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- On voit que la bactéridie charbonneuse ne fait guére de 
différence entre l’acide formique et l’acide tartrique : toute acidité 
de la liqueur lui est nuisible, et elle manifeste son état de souf-' 
france par des formes tourmentées. ; 

Six jours apres l’ensemencement, le ballon témoin contenait. 
des batonnets isolés, en, pleine voie de sporulation. Dans le bal- 
lon a 15™", les batonnets étaient encore réunis en longs fila- 
ments granuleux. Dans le ballon a 30™", il.n’y avait que de 
longs filaments, non cloisonnés ni granuleux. : 

Le bacille pyocyanique ne pousse pas lorsque la dose d’acide. 
formique atleint 60 milligrammes par litre, tandis qu’il pousse 
encore dans le méme bouillon. contenant 100. milligrammes 
d’acide tartrique par litre. Il est donc trés sensible ala présence. 
des acides, mais l’acide formique est. pour lui un antiseptique 
au moins deux fois plus puissant que l’acide tartrique.. 
L’examen journalier des. cultures montre en outre des différences 
dans la: production du pigment bleu-et dela fluorescence. 
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Le microbe du choléra des poules se montre, comme le bacille 
pyocyanique, trés sensible a l’action des acides, mais plus encore 
a celle de l’acide formique qu’a celle de l’acide tartrique. Il ne 
supporte pas Ja présence des moindres traces du premier. 


Le streptocoque pyogéne tolére au contraire une certaine, 
acidité du milieu, et pousse encore dans un bouillon contenant: 


s',2 d’acide tartrique par litre. Mais il ne supporte pas une 
dose moitié moindre d’acide formique. 

Cet acide formique nous apparait, en résumé, comme un 
antiseptique trés puissant, avec ce cété curieux dans son 


histoire, c’est qu’il peut étre produit par l’espéce qui peut souf- . 
frir de sa présence, de méme qu'il peut étre détruit par cette © 


méme espéce, lorsqu’elle l’a produit ou rencontré tout fait dans 
son liquide nutritif. D’apres ce qui précéde, le proces de combus- 
tion de l’acide formique semble étre tout a fait physiologique. 
En est-il de méme pour le procés de production, ‘et l’acide: for- 


migue nest-il pas quelquefois au moins une production de ° 


souffrance? C’est une question au sujet de laquelle les résultats de 


M. P. Frankland, qu’on trouvera résumés dans ce numéro, - 
donnent beaucoup a penser. Elle est ouverte et promet d’étre , 


intéressante. 
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SUR LA PRESENCE DE L’ACIDE FORMIQUE 


DANS LES RAISINS RT LES VINS, 


Par M. KHO UDABAGHIAN. 


(Travail fait au laboratoire des fermentations de l'Institut agronomique.) 


i 


Le travail précédent de M. Duclaux montre que la question 
de Vorigine de l’acide formique, dans les boissons fermentées 
qui en contiennent, mérite d’étre étudiée de pres. Cet acide peut 
en effet provenir des matériaux du raisin lui-méme (acide 
tartrique, sucre, etc.), dont la lumiére solaire provoque la dislo- 
cation partielle pendant la période de maturation. I] peut aussi 
provenir de la fermentation, et cela bien que Ja levure ait la 
propriété de faire disparaitre de petites quantités d’acide for- 
mique préexistant dans un liquide dans lequel elle se développe. 
Une levure qui vit dans des conditions défavorables peut donner 
des produits différents de ceux de sa vie normale, précisément 
parce que, dans cette vie normale, elle brile et fait disparaitre ces 
matériaux qu’elle laisse se répandre et persister dans le liquide 
ambiant pendant ses périodes de souffrance. M. Duclaux a pré- 
cisément remarqué (Microbiologie, p. 395) que les quantités 
d’acide volatil sont plus grandes, pour un poids donné de sucre 
et de levure, lorsque le milieu est peu favorable que lorsqu’il est 
trés nulritif. 

La premitre chose & faire était donc de savoir s’il y avait de 
Vacide formique dans les raisins frais. J’ai pris pour cela du 
raisin d’Algérie et du raisin du midi de la France, et j’ai opéré 
soit en en extrayant le jus, soit en le faisant bouillir dans de 
eau avec ou sans rafles. Le liquide obtenu était distillé, et dans 
les derniéres portions du liquide distillé, les plus riches en acide 
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formique, on cherchait cet acide par la méthode tres sensible de 
Yébullition avec du nitrate d’argent ammoniacal. J’ai toujours 
trouvé ainsi de l’acide formique, mais en proportions trés faibles 
et non mesurables. Craignant qu'il ne provint de la matiére 
cireuse qui couvre la surface du raisin et qui est exposée direc- 
tement a l’action solaire, j'ai lavé une portion de raisin a 1’éther, 
puis & l’eau distillée & plusieurs reprises. La quantité d’acide | 
formique ne m’a pas paru diminuée par ce traitement. 

Le raisin frais semble donc ne contenir que des traces infini- 
tésimales d’acide formique. Mais il doit en étre autrement pour 
le raisin sec, dont la dessiccation est faite en général au soleil, et | 
si les choses s’y passent comme dans les solutions de sucre et 
d’acide tartrique du travail qui précéde, on peut s’attendre a y 
trouver de plus fortes quantités d’acide formique. 

L’expérience justifie cette induction. Kt méme l’acide for- 
mique est parfois si abondant dans les raisins secs qu'il peut . 
manifester sa présence dans la distillation fractionnée des acides 
volatils, et se préter par la 4 un dosage approximatif. 

Pour faire mes expériences avec le plus de précision possible, 
je me suis toujours servi du méme ballon et du méme appareil 
distillatoire, avec Jesquels j’ai établi les nombres normaux de la 
distillation fractionnée de l’acide acétique, suivant la méthode de 
M. Duclaux. Les nombres que j’ai obtenus ne différaient pas 
sensiblement de ceux qui ont été publiés par M. Duclaux. 
(Nouveau moyen d’éprouver la pureté des corps volatils. 
Annales de chimie-et de physique, 6° série, t. VIII, 1886.) J’ai 
ensuite soumis au méme procédé opératoire du moiut de raisins 
secs, préparé au laboratoire, et contenant, par litre, 235 grammes 
de sucre et 2:',9 d’acide évalué en acide sulfurique. 

Le mott a été soumis a une premiere distillation de 110 a 
100. Le produit de la distillation, ramené 4.110 c.c., a subi la 
distillation fractionnée & la facon ordinaire, et ]’étude des nombres 
fournis par la saturation des diverses prises a montré qu'il conte- 
nait environ par litre 0,093 d’acide acétique et 0,100 d’acide 
formique. Le mout initial, avant la premiere distillation, conte- 
nait done par litre, d’aprés les nombres fournis par M. Duclaux, 
enyiron 08,105 acide acétique et 0%,136 d’acide formique. . 

Un autre moiut de raisins secs, un peu avariés, contenait, en 
outre des acides formique et acétique, un peu d’acide butyrique, 
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dont la présence rend le dosage de l’acide formique plus difficile: 
et:plus incertain. Je’ me suis contenté d’éliminer la plus grande 
partie de l’acide butyrique en sépatant les deux premiers tiers: 
du liquide distillé, et ne recueillant que ce qui passe a la fin de» 
la distillation, faite sur une douce flamme, de facgon a éviter les 
produits'empyreumatiques. Dans ces derniéres portions du liquide 
distillé, il y'avait des traces sensibles d’acide formique, en quan- 
tité au moins égale a celle du mout précédent, et supérieure a _ 
cellé que j’ai trouvées dans les raisins frais que j’ai étudiés. 

‘Restait & savoir ce que devenait cet acide formique pendant ° 
la fermentation. Le travail qui précéde montre que la levure est | 
capable de consommer cet acide formique, au moins lorsqu’elle » 
est cultivée au contact de l’air dans des matras Pasteur; mais il 
peut en étre autrement quand elle sert 4 une fermentation ordi- 
naire, dans un laboratoire ou dans |’industrie, et on est encore — 
autorisé 4 se demander sila levure ne pourrait pas quelquefois - 
produire de l’acide formique aux dépens du sucre, lorsque la — 
fermentation se fait dans des condilions anormales. 9 

. Pour me renseigner a ce sujet, j’ai commencé par faire fer- 
menter le moat dont j’ai donné l’analyse plus haut, en yensemen- ° 
cant les diverses levures suivantes: levures de Chateau-Latour, 
de Clos-Vougeot, de Sauterne, de Champagne, de St-Emilion, de 
vin du Rhin, levure de bitre de Carcassonne. Toutes ces fermen- 
tations ontété accompagnées d’une augmentation plus ou moins 
sensible dans la proportion d’acide acétique, mais dans aucune 
Pacide formique du moat initial n’avait disparu. 

» Ce modt renfermait, je l’ai dit, environ 3 grammes par litre 
d’acides évalués en acide sulfurique. A deux échantillons, j'ai 
ajouté de ]’acide tartrique de fagon a porter l’acidité & 38,5 et 
a 4 grammes par litre et j’y ai ensemencé de la levure de Clos- 
Vougeot, qui dans les essais précédents, m’avait paru donner ~ 
moins d’acide acélique que ses congénéres. 

- Dans le liquide normal, non additionné d’acide tartrique, 
j'avais trouvé environ 08,940 d’acide acélique et 08,280 d’acide 
formique par litre. 

- Dans le liquide dont l’acidité a été portée a 38",5 par litre, j’ai 
trouvé au méme moment et par les mémes méthodes {*',670 
d’acide acétique et 08, 170 d’acide formique. 

- Tous ces nombres sont approchés, carla marche de la distil- , 
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lation de l’acide formique ressemble tellement a celle de l’acide 
acétique qu il est difficile de faire le départ des deux. Mais, 
étant données les conditions dans lesquelles ont été faites mes 
expériences, j’estime que les incertitudes dont sont affectées les 
nombres ci-dessus ne dépassent pas 1 82 centigrammes parlitre, 
et dés lors on peut conclure de ce qui précede : 1° que la fermen- 
tation normale de ce‘ modt a été accompagnée de la production 
simullanée d’acide formique et d’acide acétique ; 2° que ces deux 
acides sont produits en quantités et en proportion variables 
suivant les conditions de Ja fermentation. 

L’échantillon de moit dont l’acidité avait été portée a 4 gram- 
mes parlitre, m’a donné, au contraire des précédents, un mélange 
d’acide butyrique et d’acide formique: je me borne pour le 
moment a signaler ce résultat. 

En résumé, d’aprés ce qui précéde, il faut s’attendre a 
trouver de l’acide formique dans quelques vins, et non seulement 
dans ceux qui ont été faits a l’aide de raisins secs, mais dans les’ 
autres. Je dois a M. Genin, ingénieur agronome’et propriétaire ' 
aux Prairies-Bourgoin, deux vins absolument naturels, l’un pro-’ 
venant de plants du pays, l'autre d’un mélange d’Alicante et de’ 
Petit-Bouschet. Dans les deux on trouvait de petites quantilés. 
d’acide formique, quand on traitait par le nitrate d’argent ammo- 
niacal les derniéres portions oblenues par distillation, mais il n’y’ 
en avait pas assez pour influer sur Ja marche des nombres dans: 
la distillation fractionnée. Il en a été de méme pour un vin 
d’Algérie, de provenance certaine, et pour trois autres vins du. 
commerce, achetés & Paris. Dans tous ces cas, les quantilés 
d’acide formique trouvées étaient infinitésimales. 

' Les coupages de ces vins avec les moiits de raisins secs,* 
fermentés avec diverses levures, dont j’ai parlé plus haut, 
donnent au contraire des traces sensibles d’acide formique. On 
pourrait donc essayer de trouver la un moyen de déceler Jes. 
coupages avec les vins de raisins secs. Mais Ja validité de cette: 
épreuve ne peut résulter que d’essais multiples que j’ai com- 
mencés, et sur lesquels je reviendrai, s‘ils me ues le 
résultat que j’ ai le droit d’en attendre jusqu’ici. 
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_ La transformation de l’amidon des céréales en sucre fermen- 
tescible pour la fabrication des alcools s’opére exclusivement, 
dans l'industrie, a l’aide de la diastase du malt ou par les acides 

— étendus. Il existe pourtant des ferments organisés capables d’hy- 
drater la fécule, et dont les fonctions pourraient étre mises a profit 
par les distillateurs dans les pays ot l’orge fait défaut. 

Tels sont, par exemple, l’ewrotiwm orize, le bacille amylozyme 
de Perdrix' , quelques espéces de mucors, surtout le mucor alter- 
nans*, et peut Bre aussi certains vibeond que Marcano a tres. 
incomplétement décrits & propos de la chicha, sorte de vin de 
mais préparé par les Indiens de VAmérique du Sud°. 

_ Le mieux connu de ces ferments est la moisissure du k6ji 
japonais, l’ewrotium orize (Ahlburg). Ila été étudié d’abord. par 
Atkinson (Monitewr scientif., t. XII, 1882), puis. & Ecole d’agri- 
culture de Grignon par MM. des Tournelles et Lézé en 1888. 
(Rapport de mission, Challamel, édit.). 

Cultivée au libre contact de l’air, sur des milieux amylacés 
(pommes de terre, empois d’amidon, riz cuit dla vapeur), cette 
mucédinée offre l’aspect et la couleur de Vaspergillus glaucus. 
Son mycélium blanc, tres dense, se couvre, au bout de 4-6 jours, 


is. 4 la température de 30°, de réceptacles sphériques portant des. 
Be 4. Annales de V’Institut Pasteur, 1891, p. 287. 

a 2. Id,, 1887, p. 532. Fermentation de la dextrine et de Pamidon par les 
oe mucors, par MM. Gayon et Dubourg. 


3. Comptes rendus Acad. des sciences, t. XCV, p. 345, 356 et 856, 1882. 
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files de spores jaunes verdatres, disposées en forme de capi- 
tules. Au bout d’une semaine environ, la culture s’affaisse et 
prend la teinte du vert-de-gris. | 

Si on l’oblige 4 se développer en profondeur, dans le riz cuit, 
ou a l’état submergé dans le mout de biére, elle forme alors des 
conidies mycéliennes. A cet état seulement elle sécréte une 
diastase qui saccharifie l’amidon. 

Dans les mouts sucrés, elle ne forme que des traces d’alcool : 


41,4 p. 100 seulement au bout de 8 jours. A la surface des mémes 


moats, elle brile directement le sucre et acidifie tres fortement 
le milieu dans lequel elle a poussé. 

M. Duclaux a trés exactement décrit (Microbiologie, p- 578) 
les manipulations qu’exige la préparation du kéji : : je n’y revien- 
drai pas. 

Les Japonais utilisent ce ferment pour la sealife dit d’une 
sorte de biére ou plutét de vin de riz appelé saké, dont la fer- 
mentation dure, en moyenne, 28 jours. 

La lenteur avec laquelle la diastase de l’ewrotium orize opere 
la transformation de |’amidon s’oppose malheureusement a ce 
qu’on puisse en tirer parti pour l'industrie des alcools. 

En Chine eten Indo-Chine, on fabrique diverses sortes de vins 
et d’eau-de-vie de riz 4 l’aide d’un ferment spécial beaucoup 
plus actif, et que l’on a confondu 4 tort avec le kéji japonais 
dans les rares travaux ow il en est fait mention. Ce ferment, 
constitué parlasymbiose d’une moisissure et de plusieurs variétés 
de levures alcooliques, saccharifie l’amidon cuit avec une trés 


‘grande énergie. Sa fabrication est le monopole d’un petit nombre 


d’industriels chinois : les distillateurs indigenes ignorent absolu- 
ment la maniére de le préparer. Les-Européens le désignent 
sous le nom de levure chinoise. 

On le trouve dans le commerce sous la forme de petits gateaux 
aplatis, a peu prés du diamétre d’une piéce de cing francs, pré- 


-sentant une surface granuleuse de couleur grisatre. Leur base est 


incrustée de fragments de balle de riz. 

L’odeur de cette levure pourrait étre comparée acelle de colle 
de farine moisie qu’on aurait soupoudrée de cannelle et d’autres 
épices aromatiques. Elle est préparée d’aprés une formule trés 
compliquée dont j’ai eu la bonne fortune de pouvoir me procurer 
le texte en caractéres chinois. On y trouve énumérée toute une 
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-Jiste de 46 drogues végétales comprenant presque exclusive- 
‘ment des espéces aromatiques, gingembre, poivre, cardamone, 
cannelle, clou de girofle, etc...;.mais le véritable principe actif, 
celui qui saccharifie l’amidon du riz, n’y est méme pas men- 
tionné. I n’y a la rien qui nous doive surprendre, car l’existence 
des ferments organisés est tout a fait inconnue des Chinois, et 
il est tres probable quils n’ont point cherché a s’expliquer les 
-phénoménes de la fermentation du riz. 

Une fabrique de leyure chinoise comporte un outillage ’ des 
‘plus simples : des étagéres, des nattes, des tamis, un grand 
mortier de granit, et une espéce d’auge circulaire également en 
granit, dans laquelle un “hosut promeéne lentement une lourde 
-roue. 

Les 46 plantes aromatiques sont d’abord pilées ensemble 
tres finement au mortier, puis passés au tamis. La poudre obte- 
nue, dont l’odeur est trés pénétrante et agréable, est versée dans 
lauge circulaire avec parties égales de farine de riz. La roue 
passant et repassant un grand nombre de fvis sur le mélange le 
rend’ homogéne. On le porte alors dans une terrine ou il est 
malaxé ayec de |’eau jusqu’a consistance de pate molle. On coule 


-ensuite cette pate en petits pains qu’on dispose en guinconces 


.sur des nattes couvertes d’une mince couche de-balle de riz 
humectée d'eau. 

Les natles sont échelonnées sur des étagtres couvertes de 
paillassons, dans une piéce obscure. Au hott; de 48 heures, a la 
température moyenne de 30° qu'il fait & Saigon, le développe- 
ment des germes est achevé : la pate, restée humide, a pris une 
-odeur de moisi et s’est couverte d’une sorte de velours blanc trés 
‘fin. On l'expose au soleil jusqu’a dessiccation complete, et on la 
met en sacs pour la vendre aux distillateurs. 

Dans beaucoup de fabriques de levure, on réduit A dix ou 
-douze le nombre des plantes aromatiques employées, parce que 
‘les autres ne se trouvent pas toujours facilement dans le com- 
merce. Elles n’ont d’ailleurs pas d’autre but que celui de parfu- 
mer l’alcool de riz et de lui donner, dans l’imagination des con- 
sommateurs indigénes, certaines propriétés curatives pour beat- 
coup de maladies. 

On emploie toutes les variétés de riz pour la fabrication des 
alcools, mais les Chinois préferent celle connue en Cochinchine 
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sous le nom de nép, dont le grain, d’un blanc mat, est beau- 
coup plus tendre et plus riche en amidon (il en contient de 80 
4 83,6 p. 100). 

Pour traiter 100 kilogrammes de nép, il faut environ 41*,500 
de levure chinoise, et les distillateurs obtiennent, avec cette 
quantité, 60 litres environ d’eau-de-vie a 36°, soit un rendement 
moyen de 18 litres d’alcool pur. 

Le riz, décortiqué a l'aide de grossitres meules en bois, est 
d’abord mélangé dans une chaudiére de cuisson avec un peu 
‘plus de son poids d’eau chaude. On arréte la cuisson lorsque le 
grain 's’écrase facilement entre les doigts; on I’étale alors en 
couche mince sur des nattes pour le laisser refroidir, et on le 
saupoudre de levure pilée au mortier. Ensuite on le répartit 
‘dans des pots en terre, de 20 litres environ de capacité, mais en 
‘ne les remplissant qu’a moitié, et on les ferme avec un cou- 
vercle. Au bout de 3 jours, la saccharification de l’amidon est 
‘acheyée; on opére le remplissage des pots avec de l’eau du 
‘fleuve et on les laisse découverts. La fermentation alcoolique 
‘s établit rapidement et dure deux jours, au bout desquels on dis- 
“tille toute la masse, a feu nu, dans des alambics en tole. 

Les industriels européens qui voudraient s’établir en Indo- 
Chine pour y installer des distilleries, afin de profiter sur place 
du bon marché extréme du riz et de la main-d’euvre, auraient 
‘un avantage considérable a adopter la méthode indigéne de sac- 
-charification, plut6t que le procédé au malt ou celui a l’acide, 
puisqu’ils se trouveraient dans Vobligation de faire venir de 
France toute la quantité d’orge ou d’acide nécessaire au travail 

des grains. 

'  Actuellement, dans toutes nos possessions d’Extréme-Orient, 
‘le commerce et la fabrication des eaux-de-vie de riz sont con- 
cédés en monopole aux Chinois moyennant une redevance au 
Trésor. En Cochinchine, cette redevance s’éléve annuellement 
& 2,400,000 francs, et les concessionnaires réalisent un bénéfice 
net de prés de cing millions! Leur contrat expire au 4° jan- 
vier 1894. Rien ne s’oppose donc a ce que, dans l’avenir, notre 
‘industrie nationale, mieux armée pour la lutte, s’efforce d’ex- 
_ ploiter a son profit cette source de richesses, dans une colonie 
‘qui, apres tout, n’existe que pour l’expansion ae de Le 
_ France, et non pour celle des Chinois. 
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ETUDE BIOLOGIQUE DU FERMENT SACCHARIFIANT DE LA LEVURE CHINOISE. 


Si ’on ensemence dans du mott de biére gélatiné coulé en 
boites de Petri, par la méthode des dilutions, un tres petit frag- 
ment de levure chinoise qu’on a préalablement trituré avec de 
Veau stérile, on obtient, au bout de 48 heures, un développe- 
‘ment abondant de colonies bactériennes et de moisissures, parmi 
lesquelles il s’agit de découvrir l’espece ou les especes capables 
de transformer l’amidon en sucre. 

L’examen microscopique des colonies montre d’abord qu’on 
se trouve en présence de plusieurs variétés de levures, globu- 
leuses ou allongées, de taille et d’aspect différents. 

On rencontre ensuite plusieurs especes de moisissures dont 
Vune, particulitrement abondante, se multiplie a l’aide d'un 
mycélium rameux, et tend a envahir irés rapidement toute la 
‘surface du mout gélatiné, presque sans développer de rameaux 
aériens et sans former d’ascospores. 

Transplantée sur la gélose glucosée, cette moisissure s’étale 
en nappe blanche, offrant l’aspect d'une toile d'araignée a mailles 
enchevétrées dans toutes les directions. Elle croit avec une rapi- 
dité telle, qu’en 48 heures la surface entitre du milieu de cul- 
ture est envahie. 

_ Sur la pomme de terre et sur la patate douce, elle forme un 
enduit farineux qui, au bout de quelques jours, devient transpa- 
rent et presque imperceptible a l’ceil nu. Elle liquéfie la géla- 
tine-peptone et pousse également, mais avec moins d’énergie, 
dans le bouillon de beeuf peptonisé et alcalin. Les bouillons 
acides lui conviennent mieux. 

Elle coagule le lait en 24 heures a I’étuve, sans modifier sa 
coloration, et en l’acidifiant. 


Tous les liquides sucrés un peu acides et contenant du phos- 


phate de potasse lui conviennent parfaitement. Dans le liquide 
Raulin et dans le liquide Laurent au nitrate de soude, elle croit 
@abord en profondeur, formant un tres joli flocon cotonneux, 
jusqu’a ce que tout le sucre ait disparu. Elle étale ensuite en 
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surface un mycélium feutré, dune blancheur de neige, trés 
épais, et dont le réseau emprisonne une multitude de petits cris- 
taux d’oxalate de chaux. 

Mais ses milieux de prédilection sontle movt de bi’re liquide 
ou soliditié par la gélatine ou la gélose, et surtoutles substances 
amylacées cuites ala vapear. Noyée Sans le moat de biére, elle 
se développe en masses floconncuses et produit une petite quan- 
tité d’alcool : 2,4 p. 100 environ, en 6 jours. Si on la laisse se 
développer seulement en surface, elle brile directement le mal- 
tose du mout sans produire d’alcool. 


tte 


Byer A 


Sur le riz cuit ou sur les fécules hydratées par la chaleur 
humide, elle étale son mycélium aérien et transforme partielle- 
ment en sucre la couche d’amidon sous-jacente, mais le sucre 
formé est aussit6t utilisé pour |’alimentation de la moisissure 
tant qu'elle continue a s’accroitre au contact de I’air. Si, au con- 
traire, on l’oblige 4 se développer en profondeur dans la Hite te 
amylacée, a Pabri de lair, elle hydrate lamidon avec une trés 
grande énergie et produit de la dextrine et du sucre fermen- 
tescible. 

Parmi toutes les -espdces de microbes ou de moisissures que 
j’ai isolées sur mout gélatiné, par la méthode des plaques, celle- 
ci est la seule qui posséde a un tel degré le pouvoir de saccha- 

39 
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rifier ’amidon. C’est donc a elle que nous devons attribuer le 
principal réle dans action complexe de la levure chinoise sur le 
riz cuit. 

On peut étudier avec facilité son développement, soit en 
Vensemencant en gouttes suspendues dans du mout de biére, 
soit en emprisonnant un rameau mycélien dans de la gélose 
glucosée, en chambre humide de Ranvier. . 

Au contact de l’air, sur les bords dela gouttelette suspendue, 
le tube mycélien (Fig. 1)s'allonge peu etse divise bient6ten cloisons 
transversales au niveau desquellesle protoplasma, trés réfringent, 


s’amasse pour former des conidies. Au début, ces conidies ont une 
forme cubique, puiselless’arrondissent (Fig. 2), maisnes’isolent 
pas du rameau qui les a fait nailre et qui se prolonge au-dessus 
d’elles pour former un peu plus loin une ou plusieurs autres 
conidies semblables. Jamais le mycélium aérien ne se termine 
par des zygospores comme chez les mucorinées, ni par les capi- 
tules chargés d’ascospores comme chez l’aspergillus ou Pewrotium 
orize du kdji japonais, par exemple. Quel que soit le substratum 
sur lequel on cultive notre moisissure, on n’observe aucune 
sporulation a l’extrémité des fils mycéliens : 
leur continuité que se montrent les conidies. | 

Dans les cultures profondes en moitt gélatiné, partout ot le 


c’est toujours dans 
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mycélium échappe au contact immédiat de lair, il s’accroit par 
bourgednnement direct, étalant en tous sens ses ramifications 
tubuleuses, dans l intérieur desquelles on peut facilement suivre, 
i’ un grossissement de 150 diambtres, la progression du proto- 
plasma, mais aucune conidie n’apparail. 

Noyée dans un liquide sueré, dextriné ou amylacé, la plante 
ne produit pas de cellules ovales ou sphériques en forme de 
levures, comme le mucor racemosus ou le mucor alternans. Elle 
se développe exclusivement en mycélium rameux. 

Les caractéres botaniques et physiologiques decettemoisissure 
different donc, a beaucoup d’égards, de toutes les especes connues 
du méme, groupe : on ne peut la ranger ni parmi les mucors, ni 
parmi les séerigmatocystis, ni parmi les penicilliums. Elle se 
rapprocherait plutdt des trichophytées. D’autre part, son mode de 
reproduction exclusivement asexué, par spores endogenes, et ses 
propriétés physiologiques, forment un lien de parenté entre elle 
et les saccharomyces rameux, le pastorianus par exemple. 

Je suis fort embarrassé pour fixer exactementla place qu'elle 
doit occuper dans la classification mycologique, et je préfere 
laisser ce soin a des spécialistes plus compétents. 

Je pense toutefois qu'il serait utile de donner a cette moisis- 
sure unnom rappelant sa principale fonction quiestde saccharifier 
Vamidon. Je propose de la dénommer Amylomyces Rouxii, en 
Vhonneur de mon maitre M. E. Roux, que je prie d’accepter 
Vhommage de ce travail comme témoignage de ma reconnais- 
sance. 


Ill 


ORIGINE DE L’AMYLOMYCES ROUXII. 


Parmi toutes les substances qui entrent dans la composition 
de la levure chinoise, on peut se demander quelle est celle qui 
apporte la semence de l’amylomyces dans la pate complexe ot la 
moisissure devyra se développer, ou si cette semence est tout 
simplement apportée par lair. 

Au lieu d’expérimenter sur chacune des 46 drogues aromati- 
ques, il était indiqué d’examiner d’abord les grains de riz, qui 
pulvérisés, constituent le substratum nutritif du ferment. Voici, 
a cet égard, les résultats que j’ai obtenus : 
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Si l’on ensemence des grains de riz entiers, non décortiqués, / 
dans un certain nombre de tubes a essai contenant du mout de | 
bitre stérilisé, au bout de deux jours presque tous les tubes 
contiennent un flocon mycélien de moisissure. Quelquefois on 
peut, d’emblée, en isoler ’amylomyces a l’état pur, mais, le plus 
souvent, il se trouve associé & des mucors, a des levures et a 
diverses bactéries. 

Il est encore plus simple de laver quelques grains de riz dans ; 
un peu d’eau stérilisée, et d’ensemencer celle-ci en plaque de 
Pétri dans du moat gélatiné. En trois jours on peut obtenir, de 
cette maniére, des colonies pures d’amylomyces. 

La méme opération répétée avec des grains de riz décortiqués, 
fournit des résultats presque constamment négatifs. Il est donc 
certain que les germes de la moisissure adherent normalement 
aux enveloppes extérieures du grain, et s’en détachent avec — 
difficulté. 

Pour ne pas m’exposer a une erreur d’expérimentation par 
suite de la provenance de mes échantillons de riz, j’ai pris suin 
de renouveler mes essais & quatre reprises différentes, avec du 
riz brut et avec de la balle de riz provenant d’une usine a décor- 
tiquer des environs de Saigon. Dans tous les cas j’ai obtenu des 
cultures d’amylomyces sur plaques. 

Je me crois donc autorisé & conclure que la moisissure qui 
saccharifie l'amidon du riz provient de l’extérieur des grains, de 
méme qu’en France les germes de levures qui développent la 
fermentation du vin proviennent des grappes de raisin, ainsi 
que M. Pasteur l’a démontré. Ce phénomene de corrélation est 
vraiment curieux a constater, et il nous explique pourquoi, 
apres avoir fagonné chaque petit pain de levure, le fabricant 
chinois trouve nécessaire d’implanter dans la pate encore molle 
quelques débris de balle de riz humectée d'eau. 

Les substances aromatiques n’ont aucun rapport avec la 
nutrition de l’amylomyces : elles ne jouent pas méme a son égard 
lerdle d’antiseptique capable d’empécher l’accés d’autres germes 
provenant de lair, Ce sont tout simplement des épices destinées 
a rehausser la saveur de l’alcool, grace aux essences volatiles 
qu elles laissent echapper pendant la distillation. 
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DIASTASE DE L’AMYLOMYCES. 


Nous savons déja que les fonctions utiles de l’amylomyces 
sont tres différentes suivant qu'il végete en l’absence presque 
complete de l’air ou au libre contact de celui-ci. 

Lorsque en agitant le ballon de culture, on maintient le 
mycélium dans les couches profondes du riz, & mesure qu'il 
s’accroit, et qu’on empéche ainsi les ramifications aériennes de 
se produire, la quantité de glucose formée en 4 jours atteint 
64 p. 100 parties d’amidon. 

Dans le mout de biére, c’est la quantité d’alcool qui devient 
plus considérable : au bout de 7jours on en peut obtenir jusqu’a 
35 0/0. 

Ainsile pouvoir ferment dela moisissure se trouve augmenté 
lorsqu’on lui rend plus difficile l’acces de I’air : toutefois il y a 
une limite au dela de laquelle on ne peut pas pousser la privation 
d’oxygéne. Ce gaz est indispensable au développement du 
mycélium de la plante, etil est impossible de la cultiver en tubes 
clos absolument privés d’air, quel que soit le substratum nour- 
ricier qu’on lui fournisse. 7 

Donec, pour produire son effet ulile, Vamylomyces doit étre 
cultivé dans une atmosphére confinée. Cette condition est réalisée 
inconsciemment par les Chinois, qui placent pendant trois jours 
un couyercle sur les jarres, apres avoir pris soin de ne remplir 
celles-ci qu’aux deux tiers avec le riz cuit mélangé de Jevure 
pilée. 

Le riz cru, broyé ou non et macéré, n’est pas absolument 
impropre 4 la nutrition du ferment: mais l’enveloppe cellulo- 
sique tres résistante des grains d’amidon, et la lenteur avec 
laquelle s’opérerait sa transformation en glucose, rendent son 
emploi impraticable dans l'industrie. Une bonne saccharification 
ne peut étre obtenue qu’ayec des grains tres cuits, mais pourtant 
assez desséchés pour ne point former une masse pateuse, dans la 
profondeur de laquelle lair ne pourrait pas pénétrer. 

L’action saccharifiante de l’amylomyces sur ’amidon hydraté 
est due a ce que des tubes mycéliens, pénétrant dans l'intérieur 
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des grains de riz, y sécrétent une diastase offrant les propriétés 
de amylase du malt. 

Cette diastase est facile a isdler des cultures. Le moyen 
le plus pratique pour Vobtenir suffisamment pure est celui 
qu’a indiqué M. Duclaux et qu’a employé M. Fernbach pour 
isoler la sucrase de l’aspergillus : il consiste 4 cultiver d’abord 
la moisissure dans du moat de biére ou du liquide Raulin, 
et 4 remplacer, lorsqu’elle est arrivée au terme de son déve- 
loppement, le milieu nourricier par de l’eau stérile. Au bout 
de 60 heures environ de séjour a l’étuve & 35°, on siphonne l'eau 
et on la répartit & la dose de 30° dans une série de ballons con- 
tenant 120 grammes d’eau d’amidon titrée a ;% et stérilisé 
a 420°. On ajoute dans chacun de ces ballons une goutte 
d’essence d’ail pour empécher le développement des microorga- 
nismes. Cette essence ne paralyse nullement l’action de la dias- 
tase. Je me suis toujours assuré, au préalable, que ni le liquide 
diastasifere ni la solution d’amidon ne réduisaient la liqueur de 
Fehling. Les ballons ont été maintenus a1’étuve pendant toute la 
durée de l’expérience. 

Au bout de 1 heure, la quantité de sucre formé dans le ballon 
a amidon n° 4 était de 0#',12 centigrammes. 

Apres 6 heures de 0s",28 — 
Apres 12 heures de 08",33 — 

Apres 14 heures de (8",35 — 

Les chiffres fournis par les autres ballons étaient sensible- 
ment égaux, a 3 centigrammes pres, 

L’action saccharifiante de amylase s’est done épuisée a peu 
pres en 12 heures, et il s’est trouvé que 30¢¢ du liquide diastasi- 
fere ont pu saccharifier pendant ce temps environ 08",29 d’ami- 
don (si l’on admet, suivant la formule de Sachsse, que 100 par- 
ties de sucre correspondent a 91,6 de fécule). 

J'ai constaté que amylase était beaucoup plus active dans 
les cultures jeunes en pleine évolution sur du riz, que dans 
celles qui ont eu pour aliment des motits sucrés. 

La filtration sous pression & travers la bougie Chamberland 
m’a paru détruire presque complétement l’activité des solutions 


d’amylase. Ce fait, dailleurs, n’a rien qui doive nous surpren- 


dre: la sucrase de l’aspergillus et beaucoup d'autres aigaiases 
sont retenues par les filtres en porcelaine. 
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L’amylomices ‘ne sécrete pas seulement de l’amylase, mais 
aussi de la sucrase ou invertine, comme beaucoup d’autres moi- 
sissures : en remplacant par de l’eau, sucrée a 2 p. 100 avec du 
sucre candi, unmott de biére sur lequels’est développéela plante, 
on constate, au bout de 4 jours, qu’il existe dans le liquide 08",68 
p- 100 de sucre réducteur. Le reste du sucre non réducteur a été 
brilé directement ou transformé partiellement en acide oxalique, 
car le dosage du liquide aprés inversion par l’acide chlorhydrique 
fournit le méme chiffre qu’avant l’inversion. 

Vient-on maintenant & remplacer l’eau sucrée par une solu- 
tion de dextrine pure & ;, celle-ci est d’abord transformée en 
sucre, puis brulée directement si le mycélium aérien de la moi- 
sissure est plus abondant que le mycélium submergé'. 

La saccharification du riz marche plus lentement si on ajoute 
aux cultures du carbonate de chaux, de maniére a neutraliser 
Vacide produit par l’amylomyces. Dans deux ballons contenant 
chacun 100 grammes de riz, l'un avec 2 grammes, |’autre avec 
5 grammes de carbonate de chaux, j’ai obtenu seulement, apres 
4 jours, pour le premier 34 grammes de sucre réducteur, et pour 
le second 27. Le contenu du premier ballon rougissait déja for- 
tement le papier bleu de tournesol; le second ballon était encore 
alcalin, mais le mycélium y végétait péniblement. 

Le chauffage & + 72° détruit complétement l’activité diastasi- 
que de l’amylomyces, et la plante elle-méme meurt si on la chauffe 
a+ 75° pendant une demi-heure ou & + 80° pendant 15 minutes. 
Elle est donc beaucoup plus sensible a la chaleur que la plupart 
des moisissures connues, et ses conidies mycéliennes sont tres 
_ peu résistantes. 

En reyanche, elle semble supporter beaucoup plus facilement 
les antiseptiques. J’ai trouvé qu'elle résiste dans le mout de 
bitre,a 1 =p. 100 d’acide phénique; 

0,05 p. 100 de nitrate d’argent; 
0,40 p. 100 de sulfate de cuivre; 
0,10 p. 100 de sulfate de fer ; 
0,10 p. 100 de sulfate de zinc. 
Une goutte d’essence de moutarde dans un ballon contenant 
1. La lenteur avec laquelle se produit la réduction de la liqueur de Fehling 


indique que le sucre fermentescible produit par Vamylomyces est, soit du maltose, 
soit un mélange de maltose et de glucose. 
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100 grammes de moat n’empéche pas le développement de la 
plante. L’essence d’ail, au contraire, 4 la méme dose, l’arréte 
complétement, ainsi quele bichloryre de mercure 4 0,005 p. 100. 
La glycérine, jusqu’ala dose de 5 p. 100, favorise sa croissance. 
La saccharification du riz par ’amylomyces s’accompagne 
d'une élévation de température trés sensible a la main, et j’ai 
constalé au laboratoire que c’est al’étuve, entre 35 et 38°, que la 
transformation de l’amidon et la croissance de la plante sont les 
plus rapides. Avec des températures élevées ou plus basses, le 
développement du mycélium est au contraire ralenti. 


Vv 


LES FERMENTS ALCOOLIQUES DE LA LEVURE CHINOISE 
ET SES FERMENTS DE MALADIES. 


Dans cette substance complexe que nous avons dénommée 
levure chinoise, l’amylomyces se trouve associéa d’autres micro- 
organismes qui, pour la plupart, doivent concourir au but — 
commun : Ja formation de l’alcool. Ges microorganismes sont, 
les uns utiles, les autres nuisibles ou indifférents. 

Les premiers appartiennent au groupe des levures alcooliques 
ou saccharomyces, dont les propriétés sont trop connues aujour- 
d’hui pour qu'il soit utile de les rappeler. 

Celles que j’ai cultivées, aprés les avoir isolées sur plaques 
de mout gélatiné, appartiennent @ plusieurs variétés, dont la plus 
abondante ressemble beaucoup au saccharomyces pastorianus 
qu’on rencontre en France dans toutes Jes fermentations spon- 
tanées de jus sucrés acides. Elle est formée d’articles allongés, 
volumineux, et de globules sphériques de diverses tailles, souvent 
disposés en aheie: continue. 

Une autre variété, tres commune, présente des cellules trés 
petites, de 3 4 5 p», toujours isolées, et se séparant de trés bonne 
heure de leurs bourgeons. Cetle levure m’a paru la plus active 
de toutes celles que j’ai rencontrées. Elle donne une fermenta- 
tion basse, et ne se multiplie pas dans le mou de bitre phéniqué 

1/100. Dans l'eau sucrée, elle s’épuise et meurt des la 
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seconde culture, en formant, au fond du ballon, un magma glu- 
tineux. 

Dans un fragment de levure chinoise gros comme une téte 
d’épingle, trituré dans un tube avec un peu d’eau stérilisée, et 
réparti a doses égales sur5 plaques de mott gélatiné, on compte 
en moyenne, sur chaque plaque, 8 colonies d’amylomyces, 18 a 
25 de levures, 2 de moisissures (mucors ou aspergillus), et 30 envi- 
ron de bactéries diverses. 

Le grand nombre de colonies de levures et l’activité de leur 
développement leur permet donc de s’emparer du sucre fermen- 
tescible, & mesure qu'il se forme dans les jarres aux dépens de 
Vamidon, et d’empécher, partiellement du moins, les fermenta- 
tions secondaires que ne manqueraient pas de provoquer les 
autres bactéries présentes. 

Il sera donc nécessaire, quant on voudra préparer artificiel- 
lement la levure chinoise, que ce produit renferme une quantilé 
de levures alcooliques suffisante pour accaparer d’emblée tcut le 
sucre élaboré par l’amylomyces. D’autre part, ily aura a faire un 
choix de levures. : 

Sil s’agit d’obtenir des eaux-de-vie semblables a celles des 
Chinois pour la consommation indigéne, il faudra conserver soi- 
gneusement les bonnes espéces qu’on rencontre dans la levure 
chinoise. Elles communiquent a l’alcool un gott aigrelet, qu il 
déplairait au Chinois ou 4 l’Annamite de ne pas trouver dans le 
produit qu'il achéte. 

Mais pour fabriquer des alcools rectifiés pour les usages 
industriels ou pour l’exportation, il y aura avantage a recourir 
aux leyures domestiquées qui fournissent une quantité d’alcool 
au moins éyale, avec des aromes beaucoup plus délicats. 

J’ai fait, a cet égard, plusieurs séries d’essais, en employant 
des échantillons de levures pures de diverses origines, qui m’ont 
été gracieusement enyoyés de I’'Institut Pasteur par M. Fernbach. 
Celle qui m’a donné les meilleurs résultats provenait. d’une 


-levure haute de pale-ale, conservée depuis longtemps au labora- 


toire de M. Pasteur. Une trace de cette semence, portée dans un 


matras contenani 50 grammes de moit de riz saccharifié, s’était 


complétement développée au bout de 15 heures, et commengait 
a produire del’alcool. Deux levures basses de Tantonville et de 
Strasbourg et une levure haute de Bruxelles exigeaient au moins 
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24 heures, & la température ambiante de 28-30°, pour que la 
fermentation du moit s’établisse. 

En pratique, il y aurait done,un grand intérét a choisir la 
levure haute du pale-ale, dont la rapidité d’évolution permettrait 
difficilement aux ferments de maladie d’envahir les moits, et 
procurerait, en outre, une réelle économie sur les pertes d’alcool 
par évaporation. 

En employant des semences pures d’amylomyces et de levure 
de pale-ale, associées pour mettre en fermentation 4 kilogramme de 
nép décortiqué et cuitala vapeur sous pression de 2 atmosphéres 
(soit 830 grammes d’amidon), j'ai pu obtenir, au bout de 6 jours, 
340 grammes d’alcool pur, soit 40,9 p. 100 parties d’amidon. Sans 
rectification, cet alcool avait un gout fort agréable, rappelant un 
peu le geniévre. Laméme quantité de nép, avec la levure chi- 
noise brute, ne peut donner au maximum que 180 grammes 
d’alcool pur. C’est donc presque une différence de moilié! 

A quoi peut tenir un écart aussi considérable entre le rende- 
ment obtenu par les Chinois et celui qu’il est possible d’atteindre 
avec une fermentation bien conduite? Les causes en sont évidem- 
ment multiples: il y a d’abord les ferments de maladie qui 
entravent, soit la saccharilication, soit le développement des 
levures alcooliques. Ensuite, il y a les fautes de manipulation 
que le Chinois, empirique et routinier, ne sait pas corriger. La 
plus grossitre de toutes celles qu’il commet consiste 4 limiter & 
un tiers environ de la capacité des jarres la quantité d’eau avec 
laquelle il immerge la moisissure, le troisitme jour de la fermen- 
tation, pour permettre a l’alcool de se former. Les levures alcoo- 
liques cessant de se développer lorsque le liquide contient de 12 
413 0/0 d’alcool, tout le sucre fermentescible qui reste dans la 
jarre est perdu pour le distillateur, et cette quantité représente 
i peu prés les deux cinquitmes de celui qui aurait du étre uti- 
lisé. 

Les ferments de maladie seraient plus difficiles & combattre 
si l’on continuait a faire usage de la levure grossitre fabriquée 
par les Chinois, qui contient toutes sortes d’impuretés. Mais nous 
verrons tout a l’heure que, de ce cdté encore, nous ne sommes 
pas désarmés. 

Outre le ferment lactique et le ferment acétique qu’on observe 
ordinairement dans tous les mots sucrés en fermentation dite 
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spontanée, j’ai rencontré dans la levure chinoise deux especes 
différentes de germes particulisrement nuisibles. L’un, que j’ap- 
pellerai bacille du riz filant, est Vadversaire de l’amylomyces et 
empéche la saccharification de s’effectuer: il est formé d’un gros 
bacille cylindrique qui pousse vigoureusement sur le riz cuit, et 
transforme l’amidon en une masse gélatineuse, gluante. Si on 
ensemence ce bacille dans des ballons de culture en méme temps 
que l’amylomyces, la moisissure est presque aussit6t étouffée par 
les zooglées du bacille, et elle ne produit pas de sucre. 

L’autre ferment de maladie est une mycolevure peut-étre 


identique a celle qu’a décrite M. Duclaux dans sa Microbiologie. 


Elle est formée de globules plus petits que ceux des levures 
alcooliques, se multipliant comme celles-ci par bourgeonnement, 
et formant a la surface des jarres 4 fermentation un voile épais, 
ridé. Les cultures pures de ce germe brilent directement le 
sucre du mout sans produire d’alcool. Elles développent, en 
outre, une odeur trés pénétrante, rappelant celle du fromage de 
Roquefort, et que je crois due a la formation d’acide butyrique. 

Les motts envahis par ce ferment ne donnent qu’une trés 
petite quantité d’alcool, et celui-ci garde, aprés la distillation, 
Vodeur désagréable de la mycolevunre. 

Ces germes de maladies abondent dans la levure chinoise 
que je me suis precurée a Saigon. Je n’ai pas ohservé qu’ils 
proviennent des enveloppes extérieures des grains de riz. Il est 
plus probable qu’ils tirent leur origine des poussiéres de l’air ou 
de l’eau plus ou moins bourbeuse que l’on emploie pour pré- 
parer la levure : il suffirait peut-étre, pour les éliminer, de faire 
usage d'eau passée au filtre Chamberland, pour la confection de 
la pate. 


VI 


CONCLUSIONS. 


Le procédé indigéne de fabrication des alcools de riz en Indo- 
Chine repose sur l'emploi d’un ferment spécial, constitué par la 
symbiose d’une moisissure que nous avons appelée Amylomyces 
Rouzii, et d’une ou plusieurs variétés de levures alcooliques sau- 
vages. La moisissure sécréte une diastase (amylase) qui trans- 
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forme lamidon du riz en sucre fermentescible, et les levures 
alcooliques se chargent aussilot de transformer ce sucre en 
alcool au fur et 4 mesure de sa production. 

Nous avons démontré, en outre, que le systeme de fermenta- 
tion adopté par les Chinois est tres défectueux quant au rende- 
ment, soit par suite de leur ignorance des propriétés biologiques 
et physiologiques du ferment que la nature a placé entre leurs 
mains, soit parce quils ne savent pas se prémunir contre les 
eermes de maladies qui viennent entraver la marche régulitre 
de leurs fermentations. 

Mais cette défectuosité du rendement pourrait étre facilement 
corrigée par un emploi plus judicieux d'une levure chinoise, 
préparée dans des conditions de pureté relative qu'il serait facile 
de réaliser industriellement. 

Les semences originelles de l’amylomyces devront étre 
isolées soit de la levure chinoise, soit des grains de riz de 
Cochinchine. Celles-ci une fois oblenues pures, il sera trés 
facile de les multiplier suivant les besoins. 

Des distillateurs expérimentés pourraient réaliser des béné- 
fices considérables en Indo-Chine, soit en fabricant, avec le riz, 
des alcools rectifiés pour l’exportation, soit en prenant, d la 
place des Chinois, le monopole des alcools de consommation 
indigéne!. : 


1. Le riz décortiqué cotte & Saigon 414 franes les 100 kilos. On emploie comme 
combustible, dans les usines, pour les générateurs de vapeur, la balle de Paddy 
(enveloppes extérieures du grain de riz), dont la valeur est nulle. 

La main-d’ceuvre indigéne est & trés bas prix. Un coolie chinois gagne en 
moyenne 50 francs par mois, y compris sa nourriture. 
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ETUDE SUR QUATRE GAS DE CHOLERA 


Par L. RENON! 


Interne des h6pitaux. 


Nous avons observé dans le service de notre mattre, le pro- 
fesseur Dieulafoy, du 25 mai au 2 juin, & Vhopital Necker, 
pendant les quelques jours ow nous avons regu les cholériques, — 
soignés depuis dans le service d’isolement de M. Peter, quatre cas 
de choléra qu’il nousa paru intéressant de rapporter, parce qu’ils 
nous ont semblé résumer presque a eux seuls l'histoire de- 
lépidémie actuelle : de ces quatre cas, les deux premiers sont 
des diarrhées cholériformes & bactérium coli commune, les deux 
seconds sont des cas véritables de choléra, l’un a bacille-virgule, 
J autre a bacille-virgule associé au bacterium coli commune. 


Oss. I. — Le nommé Le..., agé de 19 ans, peintre en batiment, 
demeurant avenue du Maine, 54 (XIV° arrondissement, desservi 
par de l’eau de source), entre le 25 mai dans le service du pro- 
fesseur Dieulafoy a l’hépital Necker. 

Le malade est pris depuis deux jours de coliques, de diarrhée, 
de crampes dans les mollets ; les coliques trés violentes, faisant 
pousser des cris au malade, sont accompagnées de diarrhée tel- 
lement abondante qu’on a noté 25 selles dans la premiere 
journée; ces selles, tres fétides, sont jaunatres, et pas du tout 
riziformes; les crampes ont apparu en méme temps que la 
diarrhée, elles sont trés fréquentes et tres douloureuses: en 
méme temps le malade est pris aussi de vomissements pénibles. 

Tous ces symptémes existent lors de l’entrée da malade a 
Vhépital; ce jour-la, on note 15 selles jaundtres tres fétides. 
La température est de 37°; il n’y a ni hypothermie, ni algidité. 

Une amélioration trés rapide se produit sous l’influence de 
V'acide lactique et du salicylate de bismuth, et en 3 jours le 
malade est guéri. 


4. Travail envoyé le 5 juillet &la Rédaction. — N. D. L. R. 
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Oss. II. — Le nommé Ju.., agé de 28 ans, domestique, 
demeurant rue de Chaillot, 81 (XVI° arrondissement, desservi 
par de l’eau de source), entre le 2 juin dans le service du pro- 
fesseur Dieulafoy & ’hépital Necker. 

Le malade est pris depuis deux jours de coliques et de 
diarrhée ; les coliques fréquentes, tres douloureuses, généralisées 
a tout l’abdomen, s’accompagnent de selles nombreuses (12 fois 
dans les 24 heures), jaunatres, fétides; quelques nausées, sans 
vomissements; quelques crampes dans les jambes ; tempéra- 
ture de 36°,8 le matin, pas d’algidité et pas d’hypothermie. 

La guérison est compléte en 3 jours, sous linfluence de 
Vacide lactique et de la décoction blanche de Sydenham. 

L’examen bactériologique des selles, fait dés lentrée des 
malades al’hépital, nous a fait reconnaitre, par ensemencement 
sur plaques de gélatine, la présence du bacterium coli, accom- 
pagné de quelques microbes, tels que les staphylocoques blanc 
et doré. Il nous a été impossible de déceler la présence d’aucun 
bacille-virgule, ni al’examen microscopique des selles, ni par les 
cultures sur plaque. Le bacterium coli a été caractérisé par la 


forme de ses colonies, l’aspect de ses cultures, et son action sur 
le lactose. 


Oss. III. — Le nommé L..., agé de 17 ans, boulanger, demeu- 
rant rue Simon-le-Franc, 34 (IV°® arrondissement), entre a l’hé- 
pital Necker, salle Vernois, n° 9, dans le service du professeur 
Dieulafoy, le 28 mai 1892. 

Le malade vient 4 ’hépital pour des coliques et de la diarrhée 
s’'accompagnant de crampes dans les mollets. Cet état a débuté 
la veille, le 27 mai, au matin; le malade, bien portant jusque-la, 
a été pris tout & coup de violentes coliques, trés fréquentes, trés 
douloureuses et généralisées & tout l’abdomen; la diarrhée a été 
tres abondante, il y a eu 25 selles environ le 27 mai, selles 
fétides et noiradtres, n’ayant pas du tout V’aspect des selles 
riziformes ; en méme temps le malade était pris de vomissements 
incessants et extrémement pénibles; puis apparaissaient des 
crampes dans les jambes et dans les mains, tres courtes, mais 
trés douloureuses, ainsi qu’une céphalalgie trés violente. 

A son entrée a l’hdpital, ces symptémes sont déja amendés : 
il n’y a plus de crampes, les coliques ont diminué beaucoup 
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d’intensité, il n’y a plus de céphalalgie, mais il existe un abatte- 
ment profond, la figure violacée, les yeux trés profondément 
excavés, la voix cassée : la température est de 36°,4. La diarrhée 
persiste, fréquente, fétide et de couleur verdatre : il n’y a pas 
de selles riziformes; il existe encore quelques vomissements, la 
langue est saburrale. Les urines sont rares, foncées et contien- 
nent un peu d’albumine. 

Dans l’aprés-midi le malade rend un Ascaris lombricoide : il 
en avait rendu une vingtaine depuis la veille. On institue immé- 
diatement un traitement énergique, on fait prendre du thé au 
rhum glacé, 6 grammes de salicylate de bismuth, 2 grammes 
dacide lactique, en méme temps qu’on fait des frictions énergi- 
ques sur les membres avec un liniment excitant. 

29 mai. — Il y aune trés notable amélioration: la température 
qui la veille au soir était de 36°,1 est remontée a 37°,2 au matin; 
il n'y a plus ni vomissements, ni crampes ; on u’a noté que 
7 selles dans les 24 heures; 1’état général est plus satisfaisant, 
les yeux sont moins excavés, la figure moins violette. 

Le soir, température 37°,4. 

30 mai. — Quatre selles seulement depuis la veille : tem- 
pérature 37°; le maladea rendu1,500 grammes d’urines dans les 
24 heures. 

L’amélioration persiste, tous les signes généraux ayant 
disparu, le facies est redevenu normal, le malade commence & 
avoir un peu d’appétit. 

4" juin. — Le malade peut étre considéré comme guéri; il 
n’y a plus de diarrhée, plus d’abattement, plus aucun des symp- 
témes du début. 

Le malade quitte I’hdpital le 8 juin, dans un état excellent. 

L’enquéte a laquelle nous nous sommes livrés sur la genése 
du choléra dans ce cas ne nous a donné que de vagues rensei- 
gnements. On nous a dit d’abord que le malade demeurait 
depuis deux ans dans le méme hétel meublé, rue Simon-le-Franc, 
que depuis deux ans iln’avait jamais quilté Paris, méme les jours 
de fétes pour aller dans la banlieue. Ces renseignements ne doi- 
vent cependant pas étre acceptés sans une certaine réserve, car 
une enquéte faite chez le logeur de la rue Simon-le-Franc a 
permis d’établir que le malade n’était resté chez lui ‘que 7 jours 
du 17 au 26 avril. Ov était-il allé avant le 17 avril, ot a-t-il 
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demeuré du 24 avril au 28 mai? On n’en sait rien, et peut-étre 
le malade n’a-t-il pas dit la vérité en affirmant que depuis deux 
ans il n’avait pas quitlé Paris. 

Nous avons pratiqué l’examen bactériologique des selles, en 
faisant, dés le jour de l’entrée du malade, des ensemencements 
sur gélatine dans des boites de Pétri. L’examen immédiat, sur 
lamelles, nous avait permis de constater la présence de nombreux 
bacilles en virgule de la dimension de ceux de Koch; et examen 
que nous en avons fait ensuite nous a permisd’enretracer tous les 
caracteres. Au bout de deux jours, sur nos boiles de Pétris étaient 
déja développées des colonies rondes, liquéfiant la gélatine, et 
formant de petites zones concentriques rappelant (objectif n° 2, 
grossissement de 40 diamitres) l’aspect des colonies du bacille- 
virgule de Koch; examinés au microscope, ces bacilles avaient 
nettement la forme en virgule et en S, et, comparés avec des. 
bacilles du vrai choléra venant de Cochinchine, on ne trouvait 
de différences ni dans la forme, ni dans les dimensions. Nous 
avons fait alors des cultures sur d’autres milieux. Dans Je bouillon 
mis a l’étuve a 37°, on avait un léger trouble au bout de 5 a 
6 heures et un petit voile au bout de 24 heures; sur gélose, en ~ 
12 heures, il se formait une strie transparente, vitreuse; sur 
pomme de terre, en deux jours, une trainée humide, légerement 
brunatre ; mais ce sont surtout les cultures sur gélatine en 
piqtre, que nous avons faites nombreuses dans une étuve réfrigé- 
rante maintenue a 21°, qui sont le plus caractéristiques; chaque 


fois on avait une liquéfaction trés lente de la gélatine avec for- 


mation d’une sorte de bulle d’air trés nette en haut de la partie 
liquéfiée, et développement dans la profondeur de colonies 
terminées tout a fait en bas sous forme de torsades '.. 
La liquéfaction ne devenait complete qu’au bout de 10 & 
12 jours. Enfin nous avons essayé d’autresréactions : nous ayons 
fait des cultures sur du bouillon additionné de lactose et sur du 
lait stérilisé : jamais nous n’avons eu fermentation de la lactose, 
le lait s’est coagulé tres lentement en 5 a 6 jours, et nous devons 
dire que le bacille-virgule de Cochinchine nous a donné sur du 
lait la méme coagulation. Nous avons fait enfin des expériences 
1. Des photographies des cultures en tubes de gélatine, des colonies sur pla- 


que, et des préparations microscopiques, montrent Videntité du bacille-virgule 
que nous avons obtenu avee celui venu de Cochinchine, ou de l’Inde. ; 
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sur les animaux, et nous en donnerons le résultat quand nous 
aurons fait lhistoire de notre second cas a bacille-virgule, 
puisque les expériences ont été faites le méme jour avec les 
bacilles provenant des deux malades. 


‘ 


Oss. IV. — La nommée An..., Agée de 49 ans, journalitre, 
demeurant a Paris, 321, rue du Faubourg-Saint-Antoine 
(XI° arrondissement), tombe malade rue des Peupliers, 5, a Bil- 
lancourt, et entre salle Monneret, n° 26, dans le service du pro- 
fesseur Dieulafoy, le 4°" juin 1892. 

La malade est amenée dans un état de torpeur tres prononcé 
dont il est difficile de la faire sortir; elle répond tres mal aux 
questions qu’on lui pose, et c’est a peine si elle peut raconter 
qu’elle est malade depuis 2 jours, et que depuis cette époque 
elle est prise de diarrhée et de vomissements. En l’examinant, 
on constate des déformations multiples du squelette ayant prin- 
cipalement touché les os des membres inférieurs et du thorax. 
Le facies est cyanosé, les traits tirés, les yeux excavés; les extré- 
mités, mains et pieds, sont froides et violettes; la température 
est de 36°; le pouls, insensible a la radiale et a la pédieuse, n’est 
bien senti gu’d la fémorale. L’impulsion cardiaque est assez 
forte; les battements du cceur sont réguliers; pas de bruits 
anormaux 4 l’auscultation. Rien & noter du cété des poumons. 
Le ventre est trés ballonné; la malade a de la diarrhée caracté- 
risée par des selles jaunatres, liquides, non fétides; on n’observe 
pas de grains riziformes. I] n’existe plus de vomissements, qui 
ont été trés abondants la veille. Les urines ne peuvent étre 
recueillies, la malade urinant en méme temps qu’elle va a la_ 
garde-robe. 

2 juin. — Les selles ne peuvent étre comptées, la malada va 
sous elle depuis 3 heures du matin; d’ailleurs; l’état général 
s’est singulitrement aggravé, le coma est absolu, le refroidisse- 
ment fait des progres, la température n’est plus qu’a 35°, et la 
malade meurt a 11 heures du matin, dans une algidité profonde. 

Avropsiz. — L’autopsie pratiquée le 3 juin, 20 heures apres 
la mort, fait'relever des lésions surtout du cété de lintestin. Ce 
dernier, un peu distendu, contient des matiéres liquides de couleur 
jaunatre; la muqueuse de la derniére portion de lintestin gréle 
présente une coloration hortensia : on y trouve une psorentérie 
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trés marquée a ce niveau, alors que dans les autres parties de 
l'intestin il n’existe qu’une saillie beaucoup moins marquée des 
follicules clos. Les plaques de Peyér sont normales, et il n’existe 
aucune altération au niveau du gros intestin. 

Le poumon gauche, légérement adhérent au sommet, est un 
peu congestionné a la ase : il ne présente, pas plus que le 
poumon acai de trace de tubercules. 

Le coeur, le foie et la rate ne présentent rien d’ widenel 

Le cerveau, normal en toutes ses parties, ne présente qu'une 
coloration un peu foncée des noyaux gris. 

Les reins sont petits: leur poids est de 90 grammes chacun ; 
a la coupe, la substance corticale est un peu blanche avec un 
piqueté rouge disséminé; les pyramides sont normales. 

Rien d’anormal du cdté de l’utérus. 

Les résultats de l’enquéte a laquelle nous nous sommes livrés 
au sujet de ce second cas de choléra sont des plus intéressants : 
lamalade demeurait depuis 2 ans rue du Faubourg-Saint-Antoine, 
et n’avait quilté Paris dans ces derniers temps que pour aller a 
Billancourt chez des parents, rue des Peupliers, ow elle arrivait le 
28 mai. Dans cette maison, entourée de petits jardins, assez 
étroite, et 2 60 metres au plus des bords de la Seine, demeurent 
une huitaine de personnes dans des pieces petites, dans un 
encombrement tres grand, et dans une misere profonde : l’eau 
bue dans la maison était de l’eau de Seine, prise & la Seine 
méme, et que l’on ne faisait pas bouillir. Dans le passage con- 
duisant a la maison d’habitation existe une pompe donnant une 
eau qui, au dire,des voisins, était corrompue et mauvaise, et qui 
ne servait qu’& l’arrosage des jardins environnants. Cette pompe 
puise l’eau dans un puits. L’eau dans ce puits parait étre au 
méme niveau que celle de la Seine. Le puits est & proximité de 
cabinets d’aisance qui n’en sont guére éloignés de plus de 
5 metres : jamais il n’y a eu dans le voisinage de personnes 
alteintes d’accidents cholériformes, et on ne se souvient pas, 
dans le quartier, qu’il y ait eu de personnes atteintes en 1884 et 
en 1885. 

Le 29 mai, la malade, non prévenue de la mauvaise qualité 
de l’eau fodewe parla pompe, en aurait bu dans le courant dela 
journée, et en! aurait fait boire a une petite fille du voisinage 
agée de Tans: la petite fille est morte d’accidents cholériformes 
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dans le courant de la nuit au bout de 8 heures, et notre malade 
a 6té prise le lendemain de la maladie qui a causé son transport 
a l'hépital. Parmi les personnes habitant la maison et qui ne 
buvaient que de l’eau de Seine, deux ont été prises de diarrhée, 
la scour et la nivce de la malade, le 2 juin; ces accidents, ter- 
minés par la guérison, ont duré une dizaine de jours : ils ne se 
sont plus reproduits grace a la précaution désormais prise de 
faire bouillir eau avant d’en faire usage. Cette enquéte, pour des 
raisons indépendantes de notre volonté, n’a pu étre faite que 
15 jours aprés le décés de Ja malade; nous avons emporté l'eau 
de la pompe incriminée, prise aseptiquement, et conservée les 
jours suivants dans la glace : nous aurons a dire tout a l’heure 
quels ont été les résultats de l’examen bactériologique de cette 
eau. 

Nous avons pratiqué l’examen des selles de la malade et de 
son contenu intestinal apres l’autopsie : nous avons fait des 


ensemencements sur gélatine dans des boites de Pétri, comme 


pour le troisime cas, et nous avons trouvé a la fois la présence 
du bacterium coli commune et du bacille-virgule. Le bacterium 
coli commune, tres net sur colonies sur plaque, a présenté tous 
ses autres caractéres classiques, morphologiques et de culture, 
distinct du bacille d’Eberth en ce qu’il faisait fermenter la lactose. 
Le bacille-virgule était exactement semblable a celui du troisitme 
malade : il avait les mémes dimensions que celui de Koch, les 
mémes apparences dans les cultures sur gélose, sur bouillon, 
sur gélatine en piqdre, sur pomme de terre : il ne faisait pas 
fermenter la lactose, et coagulait tres lentement le lait : il 
présentait tous les aspects que nous avons décrits plus longuement 
au début de ce travail. Les cultures faites parallelement sur les 
mémes milieux avec ce bacille-virgule et celui provenant du 
choléra asiatique authentique, ne se distinguent pas. 

Nous avons dés Jors pensé a assimiler ce bacille-virgule au 
bacille de Koch, et pour établir plus netlement notre conviction 
nous avons fait, sur 3 cobayes, une élude expérimentale de 
chacune des 3 variétés de vibrions cholériques, & savoir : ceux de 
nos malades et celui du choléra venant d’Asie. Nous allons relater 
briévement lesr ésultats de ces expériences, que nous avons faites 
le 12 juin 1892, dans le laboratoire de M. Rouxal’Institut Pasteur, 
avec l’aide de M. Hafkine. bi 
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ConayeI. — Ce cobaye, du poids de 332 grammes, avait a 
10 heures du matin, le 12 juin, une température de 39°,4 

On luiinjecte a 11 heures et denie du matin, dans le péritoine, 
les 2/9 de la culture poussée sur un tube de gélose, en suspen- 
sion dans du bouillon. Le tube avait été ensemencé la veille ; les 
microbes sont un peu courts, mais bien recourbés en 5 et en 
virgule. Cette culture provenait de notre troisiéme cas, le malade 
de la salle Vernois, qui a guéri. La température n’a cessé de 
descendre pendant toute l’aprés-midi : 4 1 heure 55, elle était 
de 36°,3; 45 heures etdemie de 33°; 47 heures de 32°,5. En méme 
temps i cobaye était trés abattu. 

Pendantla soirée, 810 heures, on notait 31°,2 de température; 

a 41 heures, 30°,5 seulement, et le cobaye est mort a 11 heures 
et demie. I] fut conservé dans la glace jusqu’au lendemain matin 
13 juin, ot son autopsie fut faite & 8 heures et demie du matin : on 
trouve alors une inflammation des muscles abdominaux au niveau 
du passage de l’aiguille; il existe dans le péritoine un abondant 
liquide incolore contenant seulement quelques microbes; il 
n’existe de bacilles ni dans Vintestin, ni dans la cavité thoracique. 
L’intestin n’est pas tres enflammé; il présente seulement une 
teinte rosée, hortensia. 

La vessie est petite. Ii existe un dépdt fibrineux sur le foie; 
et la vésicule biliaire est petite et incolore. . 

Cozaye Il. — Ce cobaye, du poids de 337 grammes, avait a 
10 heures du matin, le 12 juin, uve température de 37°,8. 

AJ1 heures55 du matin on luiinjectedansle péritoine les 2/9 
de la culture poussée sur un tube de gélose, ensemencé la veille 
avec une culture provenant de la malade de la salle Monneret, 
morte de choléra; l’injection est faite dans le péritoine. On note 
un abaissement de la température peut-étre encore un peu plus 
marqué que dans le cas précédent : elle est en effet 4 2 heures 
de 36°,3; &5 heures 1/2 de 33°,7; 47 heures de 31°; & 10 heures 
de29°; 411 heures dusoir de 28°,5. Lecobaye, morta 11 heures 1/4, 
mis dans la glace, n’est autopsié que le lendemain matin A 
8 heures 12. . 

L’intestin est enflammé, de couleur hortensia; il yadansla — 
cavité abdominale une assez grande quantité de liquide légere- 
ment coloré et contenant.peu de bacilles en virgule; on trouve de 
rares vibrions cholériques dans l'intestin; il n’y ena pas du tout 
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dans la cavité pleurale. La vessie est trés petite. Les poumons 
sont injectés. Il existe un dépdt fibrinéux sur le foie, et la vési- 
cule biliaire est petite et décolorée. 

Conaye III. — Ce cobaye, témoin, du poids de 349 grammes, a 
une température de 37°,3 le 12 juin & 10 heures du matin. On Jui 
injecte & 44 h. 45 dumatin 2/9 d'une culture’ poussée sur un tube 
de géiose ensemencé la veille avec des cultures yenant de choléra 
authentique de Saigon, et dont les microbes en virgule et en S 
ressemblent absolument a ceux des cas précédents; l’injection 
est faite dans le péritoine. . 

On nole le méme abaissement de la température, qui, de 37°,3 
a 2 heures 5, tombe a 34°.5 a 5 heures 41/2; a 31°,5 47 heures; a 
28°,5 a 10 heures. Le cobaye meurt & 11 heures, et son autopsie 
est faite le lendemain & 8 heures 41/2 du matin. 

L’intestin, tres enflammé, de couleur hortensia, ne contient 
pas de microbes; le péritoine contient un liquide sanglant dans 
lequel on ne retrouve que peu de bacilles; la vessie est petite, 
affaissée. Il n’y a pas de dépdét fibrineux sur le foie; la vésicule 
biliaire est petite, décolorée, enfin il n’y a pasde microbes dans 
la cavité pleurale. 

Voici donc trois cobayes qui sont morts en 12 heures de la 
méme facon, avec les mémes symptOmes, avec le méme abais- 
sement de la température et avec les mémes lésions ; si d’autre 
part nous comparons les réactions, l’aspect des. cultures du 
bacille-virguJe extrait de nos malades avec celles des cultures du 
bacille-virgule du choléra vrai, envoyé de Cochinchine par M. le 
docteur Calmettes, et qui a passé queiques mois seulement dans 
le laboratoire, nous ne voyons aucune différence. Pour toutes 
ces raisons nous sommes amenés a conclure que dans nos deux 
cas, nous avions affaire au choléra asiatique. II ne saurait étre 
question ici ni du bacille décrit par Finkler et Prior, ni du bacille- 
virgule de Deneke. 

L’eau prise a Billancourt, 15 jours aprés le décés de notre 
quatritme malade, examinée par la méthode des plaques 
de gélatine, nous a permis d’y constater la présence de quel- 
ques moisissures, de staphylocoques blancs et dorés, et de 
quatre microbes sur lesquels nous voulons appeler l’attention. 
C’est d’abord la quantité véritablement énorme du bacterium 
coli commune, reconnaissable & tous ses caracteres ( notam- 
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“ment fermentation de la Jactuse), et dont nous avons trouvé 


32 colonies sur une seule plaque ; c’est ensuite la présence en 
quantilé moins considérable de colonies de bacilles d’Eberth 
(ne faisant pas fermenter la lactose), et surtout de deux 
microbes liquéfiant de laméme fagon la gélatine sur plaque : 
Pun, un bacille droit, court, dela largeur du bacille-virgule de 
Koch, mais moitié moins long; l’autre, un bacille en virgule, 
trois ou quatre fois plus long que le vrai bacille-virgule, deux 
ou trois fois plus large, ayant la méme forme en S et en virgule 
que ce dernier. Les colonies sur gélatine dgées de trois jours se 
sont présentées, & un grossissement de 1/50, sous l’apparence 
dune petite masse lenticulaire, a bords arrondis, bien limités, 
avec une arborisation trés fine sur la périphérie, et un centre. 
plus foncé nettement jaundtre; le quatritme jour apparaissait 
une sorte de halo, une sorte de cercle extérieur a la colonic 
primitive, mais beaucoup plus ténu et arborisé; le gélatine était 
liquéfiée a Ja périphérie, et au bout de six jours il n’y avait plus 
d’accroissement de la colonie qui semblait avoir acquis toutes ses 
dimensions. Les colonies se présentaient avec le méme aspect, 
qu'il s’agisse du bacille droit, court, ou du gros bacille-virgule. 
Du bouillon ensemencé avec ce microbe et mis a l’étuve a 37°, 
s'est troublé au bout de 6 heures; le second jour, il se fait un 
dépét trés net au fond du tube; un voile tres léger apparait seu- 
lement le troisitme jour. Sur gélose 4 37°, au bout de 10 heures, 
on constate une différenciation entre les deux bacilles : le gros 
bacille-virgule donne sur la strie d’ensemencement une bande de 
un millimetre environ de largeur, épaisse, de coloration blan- 
chatre, cremeuse; le bacille droit court, au contraire, donne une 
bande moins large, transparente, vitreuse, analogue & celle pro- 
duite par le bacille du choléra vrai. L’ensemencement par piqire 
dans la gélatine est suivi d’une liquéfaction dés le second jour, 
et les caracléres semblentJes mémes pour le bacille droit et pour 
le bacille-virgule : 4 la partie supérieure du tube se forme une 
bulle @’air, tres nette au quatriéme jour, tout a fait comme avec le 
vibrion du choléra asiatique, mais immédiatement au-dessous 
de la bulle d’air on trouve un voile d’une épaisseur d’un millimétre 
& peu pres, formé par l’accumulation de bacilles, alors qu’a la 
partie inférieure de la culture on retrouve les colonies en forme 
de torsades bien connues, et qu’a la partie moyenne la gélatine- 
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liquéfiée ne présente que des colonies sous forme de fines granu- 
lations : la liquéfaction complete de la gélatine se fait en 10 a 
12 jours. Ces cultures sur gélatine, assez semblables par leur 
évolution a celle du bacille-virgule vrai, en different par une crois- 
sance plus abondante. 

Nous avons inoculé avec ces bacilles courts et ces gros bacil- 
les-virgule six cobayes, en deux séries, lesuns sous la peau, les 
autres dans le péritoine. Les cobayes inoculés sous la peau 
n’étaient pas morts au bout de six jours, et, les ayant sacrifiés & 
cette 6poque, nous n’avons trouvé au point d’inoculation qu’une 
sérosité un peu louche sans pus. Les cobayes inoculés dans le 
péritoine ont survécu, et n’ont pas eu d’abaissement de tempéra- 
ture, tandis qu’un cobaye témoin, inoculé dans la cavité abdo- 
minale avec du choléra de Cochinchine, mourait en neuf heures 
avec toutes les lésions classiques. Nous devons en conclure que 
les microbes trouvés dans l'eau, bacille droit court, et gros 
bacille-virgule, n’ont aucune action pathogeéne, qu’ils ne sau- 
raient en aucune facon étre assimilables au bacilleretrouvé dans 
les selles et dans l’intestin de notre malade. On sait d’ailleurs 
combien est souvent difficile la recherche du vrai bacille-virgule 
dans l'eau, et comme notre examen n’a pu étre fait que 15 jours 
apres le début des accidents chez la malade, il n’est point extra- 
ordinaire que nous ne l’ayons pas trouvé. 

Si maintenant nous cherchons l’origine de ces cas de choléra 
a bacille-virgule, nous ne pouvons la rapporter a une importa- 
tion étrangere, puisqu aucun de nos malades n’a quitté Paris ou 
la banlieue de Paris, et qu’aucun cas de choléra asiatique n’a 
été signalé, ni sur notre frontiére, ni dans nos ports. Il s’agit 
cependant ici du véritable choléra, caractérisé par la présence 
dans Vintestin du vibrion typique. Si on lui refuse le nom d’asia- 
tique, sous prétexte qu’il ne s’est pas rapidement propagé, nous 
serons obligés de conclure qu'il n’y a pas de distinction bacté- 
riologique a faire entre le choléra indigéne et le choléra indien. 
C’est la méme maladie, dite indigéne, si elle ne se répand pas, et 
asiatique, si elle fait de nombreuses victimes. Les germes de 
Vépidémie actuelle ont peut-étre été conservés dans le sol 
depuis 1885? A ce sujet, iln’y a que des hypothéses a faire, mais 
il est impossible de ne pas reconnaitre que ce que nous observons 
actuellement, ne peut que modifier les idées qui avaient cours 
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sur la genése du choléra en Europe. Les cas de choléra que 
nous venons de décrire, malgré leur petit nombre, semblent 
résumer toutes les modalités de l%pidémie actuelle : en effet, 
au point de vue bactériologique, on peut distinguer les cas 
de choléra & bacterium coli commune, que Von peut dénom- 
mer, comme M. Netter, diarrhées cholériformes, et les cas a 
bacille-virgule, véritable choléra, produit par le microbe du 
choléra indien, s en distinguent cependant au point de vue épi— 
démiologique. 

' La marche du choléra auquel nous assistons n’est pas celle 
des grandes épidémies précédentes. Depuis plus de 4 mois que 
dure la maladie, elle a fait un nombre de victimes relativement 
peu considérable, et surtout elle s'est étendue avec une lenteur 
avec laquelle ne procéde pas le choléra indien, qui se dissémine 
tres rapidement, frappant de nombreux individus 4 la fois, et 
gagnant rapidement du terrain, comme nous le voyons faire — 
acluellement au choléra qui s’avance de |’Asie Mineure vers 
VEurope. Enfin, si nous remarquons que dans les cas ou nous 
avons trouvé le bacteriwm coli commune, les malades ont pré- 
senté les mémes symptOmes que ceux chez lesquels nous avons 
trouvé le bacilie-virgule, et que dans certains cas, on trouve 
association des deux microbes, on peut se demander si nos 
deux premiers malades n’ont pas eux aussi été atteints du cho- 
léra vrai, et n’ont été soumis a notre examen qu’aprés que 
les virgules avaient déja disparu de leurs intestins. Peut-étre y 
a-t-illieué .enir grand compte de ces associations microbiennes, 
la présence de certains microbes favorisant |’évolution du vibrion 
cholérique. A ce point de vue, il serait intéressant d’étudier les 
rapports du bacille-virgule et du bacterium coli. 
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SUR LES ALBUMOSES ET LES TOXALBUMINES 


SECRETEES PAR LE BACILLE CHARBONNEUX 


Par E. HAnxin er F. F. Wesproox. 


I 


Le travail récent de M. Petermann sur l’anthrax-albumose', — 


imprimé dans ces Annales, nous a conduit a répéter les expé- 
riences déja publiées par un de nous ® dans l’an 1889. 

Ce travail a conduit aux résultats suivants : 

(a) Le charbon virulent est cultivé pendant quelques jours 


dans une solution d’extrait de viande de Liebig (a 1 pour 1,000) — 


a laquelle on a ajouté de la fibrine. Le liquide est ensuite filtré 
et saturé par le sulfate d’ammoniaque. Par ce procédé, on pré- 
cipite une albumose qui est purifiée autant que possible par une 
méthode trés simple. 

(b) Aucun symptéme d’empoisonnement n’est produit par 
cette aibumose chez les souris, les lapins et les cobayes. 

(c) Cette albumose, injectée a la dose de 1/1,000,000 du 
poids de ]’animal aux souris, et 1/10,000,000 du poids de l’ani- 
mal aux lapins, donne & ces animaux une immunité immédiate 
contre le charbon. 

(d) Une dose un peu plus grande, au contraire, ne produit 
aucune immunilé immédiate; en effet, ’animal. qui a regu ces 
fortes doses d’albumose et qui est en méme temps inoculé du 
charbon, meurt souvent plus vite que le témoin. 

Dans l’année suivante, Brieger et Fraenkel ® ont publié 
leur travail bien connu sur les matiéres albuminoides toxiques 
sécrétées par les microbes pathogénes, auxquelles ils ont donué 


4. Recherches sur Vimmunité contre le charbon produite au moyen des albumoses 
eatraites des cultures. (Ces Annales, janvier 1892, tome VI, p. 32.) 

2. Hankin, On Immunity produced by an Albumose isolated from Anthrax Cul- 
tures (British Medical Journal, 12 october 1889), et On the Conflict between the 
Organism and the Microbe (British Medical Journal, 12 july 1890). 

3. Untersuchungen ueber Bacteriengifte (Berliner Klinische Wochenschrift, 1890, 
n°s 41 ef 12, pp. 241 et 268). 
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le nom de « Toxalbumines ». Ces substances ont été isolées par 
des procédés identiques & ceux qui ont été employés pour Uisole- 
ment de l’anthrax-albumose. 

On doit pourtant faire une exception pour le charbon. La 
toxalbumine du bacille charbonneux a été extraite des cadavres 
d’animaux morts du charbon, et elle a produit des symptOmes 
d’empoisonnement quand elle était injectée aux autres animaux. 

Dans la méme année, Sidney Martin * a publié un travail 
sur l’anthrax-albumose. Avec cette substance, il a produit des 
symptomes d’empoisonnement chez les souris, tout & fait com- 
parables & ceux que l'on observe aprés inoculation du bacille 
du charbon. 

On doit remarquer quil a employé de trés fortes doses : par 
exemple, 0,3 de l'albumose pour une souris pesant 22 grammes. 
Sa méthode pour isoler l’'albumose était bien différente de celle 
qui a été mise en ceuvre par les auteurs déja cités. Il a cultivé le 
bacille dans une solution d’alcali-albumine. Le liquide de cul- 
ture était concentré dans le vide. et lalbumose en était séparée 
et purifiée par précipitations répétées au moyen de lalcool. 
Martin a examiné soigneusement les caractéres chimiques de 
Vanthrax-albumose, et a trouvé gu’en réalité elle consiste en 
deux albumoses : la proto-albumose et la deutéro-albumose, & 
peu prés identiques avec celles que Kiihne et Chittenden ont 
décrites dans leurs travaux sur Ja digestion. 

La seule différence chimique qu‘il a trouvée entre les albu- 
moses produites par le bacille charbonneux et celles qu'on ren- 
contre dans la digestion tryptique, est que la premiére possde 
une réaction alcaline bien marquée. Nous n’avons pas trouvé 
cette réaction pour l’anthrax-albumose produite dans les cul- 
tures en bouillon additionné de fibrine stérilisée. 

Nous n’avons pas employé la méthode de Martin dans nos 
propres recherches, parce que nous n’ayons pas réussi & produire 
l'immunité contre le charbon avec l’albumose ainsi obtenue. 

Il est intéressant de noter que toutes les recherches publiées 
jusqu’ici sur les toxalbumines témoignent que celles-ci doivent 

1, The Chemical Products of the Growth of Bacillus Anthracis and their Physio- 
logical Action. (Proceedings of the Royal Society of London, 22 mai 4890.) 
Voir aussi : Preliminary Report on the Chemical Products of the Life Processes 


of Bacillus Anthracis. (Nineteenth Annual Report of the Medical O 
Local Government Board, 1889-1890.) 5 pind = 
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élre regardées en général comme des albumoses. Bien entendu, 
le terme « albumose » est assez vague. Les substances comprises 
sous cette désignation forment une série, liée d’un cdté avec les 
peptones, et de l'autre avec les globulines. Mais on peut dire 
que pour la plupart, les toxalbumines ressemblent aux albu- 
moses les plus typiques. Les toxalbumines peu solubles décri- 
tes par Brieger et Fraenkel rappellent les hétéro-albumoses et 
les dysalbumoses de Kiihne. Les toxalbumines plus solubles 
(Brieger, Fraenkel, Hankin, Martin) sont comparables aux 
proto-albumoses et aux deutéro-albumoses. Le choléra-peptone 


de Pétri se présente comme une exception isolée. Hunter, dans . 


ses recherches sur la twberculine de Koch, a pu isoler plusieurs 
représentants des différentes classes des albumoses, qui ont des 
actions physiologiques différentes. 


Ii 


Nous avons d’abord essayé de résoudre la question de l’ori- 
gine de lanthrax-albumose, et, par extension, des autres 
toxalbumines. 

Toutes les albumoses jusqu’ici connues sont toxiques et se 
divisent facilement en deux classes, les albumoses peu 
toxiques, formées pendant la digestion et les albumoses, 
pour la plupart tres toxiques, produites par les bactéries, et qu’on 
appelle toxalbumines. 

‘Dans cette classe, il faut ajouter l’albumose toxique qu’on 
trouve dans le venin des serpents *, les albumoses toxiques du 
jequirity (abrine), du ricin (ricine)? et du papaya, et peut-étre 
la substanee toxique séparée par A. et U. Mosso * du sérum de 
Vanguille. 


Les albumoses de la premiere classe sont formées par 


Vaction des diastases (pepsine, trypsine, etc.). Les albumoses 
de la seconde classe sont elles aussi formées par le méme 
moyen, ou sont-elles au contraire formées plus directement 


4, Weir Mitchell et E. V. Reichert. Researches upon the Venoms of Poisonous 
Serpents. Washington, 4886, 

2. Kobert et Stilmark. (Arbeiten des Pharmakol. Instituts zw Dorpat, tome III.) 

3. Archives Italiennes de Biologie, tome XII. 


\! 


’ 


eG ha re NE Se) ge Ee ame OES og ere ee 


as ot 
25 oN gee ee 


eg ae ek cg 


| 636 ANNALES DE L’INSTITUT PASTEUR. 


par l’action du protoplasme vivant, c’est-a-dire sans l’interven- 
tion des diastases solubles? 

Pour résoudre cette question, ‘il faut d’abord savoir si le 
bacille charbonneux sécréte une diastase protéolytique. 

Nous ne voulons pas traiter ici la question, beaucoup plus 
difficile, de l’origine et de la nature du pouvoir toxique des 


-toxalbumines. 


Ill , 


Quelles sont les diastases produites par le bacille du char- 
bon? Fermi‘ a fait des recherches sur les diastases sécrétées 
par les microbes. Bien qu'il ait trouvé que beaucoup d’espéces 


‘différentes possédentle pouvoir de produire une diastase protéo- 


lytique, il n’a pas trouvé qu il en soit de méme pour le 
charbon. 

Tl nous parait que, s'il a obtenu un semblable résultat, c'est 
parce qu'il n’a pas employé des moyens assez délicats. Nous 
allons décrire ceux dont nous nous sommes servis dans ce 
travail. 

Si l’on prend une plaque de verre enduite d’une couche 
mince d’une solution alcaline de gélatine a 5 0/0, et si l’on place 
sur celle-ci deux gouttes de méme volume, lune d’ eau et l'autre 
dune solution ng trypsine, les goultes conservent la méme 
apparence et se comportent de méme tant que la plaque est 


_ laissée dans une position horizontale. Si, au contraire, la plaque 


est inclinée légérement, une différence se manifeste. 

La goutte d’eau reste 4 la méme place. La goutte de la solu- 
tion de trypsine, au contraire, commence & s’étendre en bas, 
grace 4 son pouvoir de liquéfier la gélatine et, aprés quelques 
heures, un petit sillon se forme. La largeur de ce sillon dépend 
du temps pendant lequel la plaque a été dans une position 
inclinée, de la grosseur de la goutte, el aussi du pouvoir dias- 
tasique qu’exerce la trypsine sur la gélatine. 

Sur ce principe, on peut baser une méthode trés délicate pour 
vérifier la présence des diastases qui liquéfent la gélatine. En 


1, Die Letm und Fibrin- ldsende Mermente der Microorganismen, (Archiv. fiir 
Hygiene, tome X, 1890, p. 4.) 


ie ee a 


sf 
= 


SUR LES ALBUMOSES ET LES TOXALBUMINES. 637 


faisant des expériences comparatives il faut faire attention aux 
points suivants. 

. Les gouttes différentes doivent étre dela méme grandeur. 
On peut facilement obtenir des gouttes semblables avec une 
petite pipette. Pour chaque goutte la pipette est remplie jus- 
qu’au méme point, et alors complétement vidée sur la géla- 
tine. Il est aussi nécessaire d’éviter l’évaporation. Pour cette 
raison, aussit6t que la plaque est préte, elle est placée sous une 
cloche préalablement mouillée & Vintérieur. Pour éviter lin- 
_ fluence des microbes on ajoute du thymol & la gélatine '. 

Par cette méthode nous avons pu démontrer la présence de 
quantités trés faibles de diastase dans des cultures variées du 
bacille du charbon, ainsi que dans celles d’autres microbes. 

Le microbe du charbon produit-il une diastase protéo- 
lytique ? Fermi l'a nié. Il a placé un morceau de fibrine dans 
le liquide de la culture, gu encore dans le liquide qui a servi a 
épuiser une culture sur milieu solide. L’action directe des 
microbes était empéchée par le chauffage ou par l’addition d’un 
antiseptique convenable. De ce que le morceau de fibrine ne 
disparatt pas, il a conclu qu’i] n’existe pas de diastase protéoly- 

tique. Ses expériences démontrent seulement que la diastase 
3 nest pas assez forte pour dissoudre beaucoup de fibrine. Sil 
avait chaque jour cherché les peptones, dans de petites prises 
du liquide, avec Vhydrate de potassium et le sulfate de cuivre, 
il aurait constaté un graduel accroissementde laréaction du biuret. 

Par cette méthode nous avons pu démontrer la présence d’un 
ferment protéolytique dans les cultures de charbon sur les 
milieux les plus divers. Toujours cette diastase était présente en 
trés faible quantité, et la fibrine n’était que trés rarement visi- 
blement altérée ; mais, au moyen de la réaction du biuret, on 
peut se convaincre que la fibrine étail dissoute en faible quantité. 

Il est done certain que le bacille du charbon ‘peut produire 
une diastase protéolytique. Cette diastase, comme nous le ver- 
rons bientét, dans son action sur les matiéres protéiques, pro- 
duit des peptones et des albumoses. La toxalbumine du charbon 
se trouverait-elle parmi ces albumoses? 


4. Fermi (loc. cit.) a aussi décrit une méthode pour l'estimation de l’'activité des 
diastases, en se basant sur la quantité de gélatine’ qui se liquéfie dans un temps 
donné. ? 
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Pour préparer cette albumose, nous avons cultivé le charbon 
sur la gélose, la pomme de terre, le bouillon et d’autres milieux. 
Quand le bacille a poussé sur la pomme de terre, par 
exemple, on sépare avec une spatule la couche superficielle 
contenant les bacilles et on la met en suspension dans l’eau 
additionnée de thymol, avec quelques morceaux de fibrine. 

Tous les jours un échantillon du liquide est soumis a la réac- 
tion du biuret. Chaque jour un accroissement de cette réaction, 
di a la-solution graduelle de la fibrine, a été constaté. 

Quand la couleur rouge produite par les réactifs avait une 
intensilté identique 4 celle que donne une solution a 1 ou 2 0/0 
de peptone ordinaire, le liquide a été filtré sur la porcelaine, puis 
saturé avec le sulfate d’ammoniaque. Le précipité était séparé et 
dialysé dans un courant d’eau chauffée & 45°. Quand tout le sul- 
fate d’ammoniaque avait disparu, le liquide du dialyseur était 
précipité par l’alcool filtré, lavé a l’alcool et enfin desséché dans — 
le vide. Des albumoses ont de méme été préparées en employant 
des cultures sur gélose et d’autres milieux. Le plus sou- 
vent le thymol a été employé comme antiseptique. Mais dans 
quelques expériences nous nous sommes servis du cyanure de 
potassium en solution a 1 pour 1,000. 

Nous avons aussi obtenu des albumoses par l’action de la 
diastase sur d’autres matiéres protéiques, par exemple l’albumine 
des ceufs ou les protéines du sérum. 

Quelquefois nous avons varié un peu la méthode d’isolement 
des albumoses. Dans quelques cas nous avons produit un préci- 
pité gélatineux de phosphate de chaux dans la solution de l’al- 
bumose, pour enlever les traces de diastases qu'elle pouvait 
contenir. 

Avectoutes ces albumoses d’origines différentes, nous avons 
essayé de produire l!immunité contre le charbon, le plus sou- 
vent chez les souris, mais quelquefois aussi chez les lapins. . 
Nous avons essayé avec les doses les plus diverses. Nous avons 
de méme varié les conditions de nourriture et de bi a 
de nos souris. 

Nous avons employéle charbon & tous Jes degrés d’atténua- 
tion, en Vinoculant quelquefois en méme temps que l’albumose, 
et d’autres fois plus ou moins longtemps apres. _ 

Dans aucune de ces experiences nous n’avons réussi & donner le 
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moindre degré d'immunité. Au contraire les animaux des expé- 
riences sont si souvent morts avantle témoin que notre attention 
en a6élé frappée. Alors nous avons atténué notre charbon de 
controle & un tel degré que le plus souvent il ne tuait pas les 
souris. En faisant des expériences avec ce vaccin, nous avons 
trouvé que le plus souvent les témoins ont survécu, et seules les 
souris inoculées avec ce charbon et l’albumose sont mortes. 

Ces albumoses sont un mélange, et par les procédés de Kiihne 
nous les avons séparées en proto-albumose et deutéro-albu- 
mose. Ni l'une ni l'autre n’ont produit ’immunité. 

Nous pouvons donc conclure que le charbon a pu former une 
ou plusieurs albumoses par le moyen d’une diastase soluble, et 
que les albumoses ainsi produites n’ont pas trace de pouvoir 
immunisant contre la maladie. 

Voyons si le charbon peut produire par d’autres moyens des 
albumoses qui possédent ce pouvoir immunisant. 


IV 


Examinons pour un instant la méthode qui a été originaire- 
ment employée, pour préparerl’albumose immunisante du char- 
bon. Les cultures ont été toujours faites dans une solution de 
Vextrait de viande de Liebig (1 pour 1,000), 4 laquelle ona ajouté 
une quantité de fibrine assez grande pour atteindre, 4 peu pres, 
la surface du liquide. Si on eusemence avec le charbon virulent 
un flacon ainsi préparé, et si on le place dans l’étuve 4 une tem- 
pérature de 37° pendant une semaine, on trouve que la fibrine a 
éié visiblement atlaquée et qu’elle a commencé a se désagréger. 

Le liquide donne une forte réaction du biuret, comparable 
peut-étre a celle donnée-par une solution de peptone ordinaire a 
3 ou 4 0/0. 

Mais un échantillon, saturé avec le sulfate d’ammoniaque, 
ne donne qu’un précipité d’albumose assez faible. On peut 
conclure que dans ce cas la diastase, produite par le bacille, a 
d’abord dissous la fibrine pour former les albumoses, et puis a 
décomposé cés dernitres pour former des peptones. Si au con- 
traire le flacon est gardé 4 une température basse (20° et au- 


4. Hankin, On the Conflict between the Organism and the Microbe. (British 
Medical Journal, 12 july 1890.) 
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dessous) on trouve aprés une semaine des résultats tres dif- 
férents. Bien que la fibrine soit enveloppée par des masses de 
bacilles feutrés comme des brihs de coton, elle n’est pas 
visiblement altérée, et ne montre aucune trace de désagré- 
gation. En essayant sur un échantillon de ce liquide la réaction 
du biuret, on obtient une couleur moins prononcée que dans le 
premier cas. Mais le sulfate d’ammoniaque produit dans cette 
liqueur un précipité abondant d’albumose. Dans ce cas, la diastase 
n’a donc pas agi comme dans la culture maintenue 4 une tempé- 
rature plus haute. Une albumose a été formée en quantité assez 
grande soit par une diastase, soit par le métabolisme direct du 
bacille, mais elle n’a pas subi de changements ultérieurs. C’est 


‘cette albumose qui a été isolée et employée pour produire l’im- 


munilté contre le charbon. 
Pourquoi M. Petermann n’a-t-il pas réussi 4 donner l’immu- 
nité contre le charbon dans ses expériences soigneuses sur 


-Y « Anthrax-albumose »? 


En examinant les protocoles de ses expériences, on trouve 
des indications qui montrent (par exemple le haut degré de dis- 
solution de la fibrine) que ses cultures étaient faites 4 des tem- 
pératures assez élevées. Nous avons donc répété ces expériences 
en cultivant le charbon 4 des températures hautes et des tempé- 
ratures basses, les cultures étant traitées exactement de la méme 
maniere pour isoler les albumoses. 

Avec lalbumose dérivée des cultures & haute température, 


nous n’avons pas plus réussi 4 produire l’immunité qu’avec les 


albumoses faites sous l’action de la diastase sécrétée par le bacille 
du charbon. Nous y avons réussi avec l’albumose produite & une 
température plus basse. 

En voici un exemple : 

Une solution de l’extrait de viande de Liebig 4 4 pour 1,000 
était stérilisée dans l’autoclave & une température de 120°. Envi- 
ron 200 grammes de fibrine bien lavée étaient placés dans un 
flacon avec 500 c. c. d’eau. La température a été plusieurs fois 
portée jusqu’a 100°, en évitant un chauffage trop prolongé. 
Apres cette stérilisation préliminaire, on a remplacé l’eau dans 
le flacon par la solution d’extrait de viande. Alors on a chauffé 
le flacon plusieurs fois prés du point d’ébullition pendant les 
deux ou trois jours suivants. Pour l’alcalinisation du milieu on 
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-avait employé le phosphate de soude. Nous avons ensemencé le 


contenu du flacon bien stérilisé, avec du charbon virulent pro- 


-venant d’une culture en bouillon frais. Nous.l’avons placé dans 


létuve pendant les premires heures pour faciliter le début du 
développement des bacilles. Alors nous l’avons placé, a l’abri de 
la lumiére,a la température ordinaire de la chambre (18°-20° C). 
Aprés 8 jours nous ayons constaté la pureté par des cultures sur 


plaques, et nous avons filtré le liquide sur_porcelaine. 


Le liquide clair a été alors saturé avec le sulfate d’ammo- 


niaque. Le précipité a été recueilli sur un filtre, et nous l’avons: 


dialysé dans un courant d’eau chauffé & 42°-450, jusqu’a ce que 
le sulfate d’ammoniaque ait disparu complétement : alors la 
liqueur contenue dans le dialyseur a été versée dans 10 fois son 
volume d’alcool afin de précipiter l'albumose. Le précipité, bien 
lavé & l’alcool, est dissous dans 30 centimetres cubes d’eau et 


filtré sur l'amiante. Nous n’avons jamais trouvé que la solution 


de l’albumose ainsi préparée ait une réaction alcaline. Pour 
eslimer la quantité contenue dans la solution, nous avons 
employé la réaction du biuret de la fagon suivante. 

Un demi-centimétre cube de la solution, mélangé avec un 
volume égal d’une solution forte d’hydrate de potasse, est 
additionné de sulfate de cuivre en solution diluée, jusqu’a ce 
gue la couleur bleue vire au violet. La quantité de sulfate de 
cuivre qu’on aajouté était exactement connue. Par comparaison 
nous avons agi de méme avec une solution de peptone ordinaire 
44 pour 100. Une méme quantité de cette solution était placée 
dans une éprouvelte de la méme grandeur que celle qu’on avait 
employée pour contenir la solution de l’albumose du charbon. 
Les mémes volumes des solutions d’hydrate de potasse et de 
sulfate de cuivre étaient ajoutés. Si alors la couleur des solutions 
dans les deux éprouvettes ala méme intensilé, nous concluons 
que toutes deux ont le méme contenu en albumose. Si l'une 
possede une teinte plus foncée que l'autre, nous la diluons avec 
un volume d’eau bien mesuré jusqu’a ce que toutes deux aient 
la méme teinte. Alors, par un calcul bien simple, nous trouvons 
le degré de concentration de la solution d’albumose. Il est bien 
évident que cette méthode ne donne que des résultats approxima- 
tifs, mais comme dans nos séries d’expériences nous avons tou- 


jours employé la méme solution de peptone pour faire la com- 
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‘paraison, nos résultats ont une valeur relative suffisante. 

_. Ainsi dans cette expérience nous avons obtenu environ 30. c. 
‘W@une solution a 1,30/0d’albumose de charbon. Cette quantité a 
été retirée de 500 c. c. de solution d’extrait de viande additionnée 
de fibrine. 

Pour inoculer Jes souris, nous avons étendu un centimétre 
cube de cetle solution jusqu’é 43,5 avec l'eau distillée addi- 
tionnée du thymol. 0°°,75 de cette solution diluée contient 
un poids de peptone représentant 1,5/1000,000 du pvids d'une 
souris pesant 15 grammes. Cetle solution a été directement 
injectée sous la peau de six souris, comme on le voit dans le 
tableau suivant. Six heures et demie plus tard, toutes les souris 
ont été inoculées avec une culture sur gélose de charbon atténué 
(deuxiéme vaccin), 4gée de trois semaines. 

Avec du fil de platine fort, on faisait deux prises successives 
sur la gélose, et on diluait les bacilles ainsi prélevés dans un 
peu d’eau, en broyant dans un mortier. Chacune des six souris, 
et une septigme prise comme témoin, a recu environ 0°°,2 de 
cette émulsion sous la peau. 


-PpoIDs QUANTITE | PODS DEL’ALBUMOSE 

, DE do solution injectée en : 
I L ANIMAL Jprpoose INJECTE} millionnimes du RE SUE G 

Grammes CnC: POIDS DU CORPS 

4 23 i (O45 1.5 Mort aprés 120 heures. 
2 17 0.085 1.5 Survie. 
3 17 1/2 0.087 1.5 Survie. 
4 47 1/2 0.087 4.5 Mort aprés 68 heures. 
5 10 0.050 4.5 Mort aprés 48 heures. 
6. 18 1/2 0.092 os) Survie. 
7 19 Témoin. Mort aprés 29 heures. 


Nous n’avons jamais réussi & proléger contre le charbon 
toutes les souris dune expérience, mais seulement une partie ; 
la proportion de celles qui ont survyécu a varié entre 10 et 
50 0/0. Dans quelques expériences, toutes les souris ont 
succombé, mais toutes avec un retard plus ou moins marqué 
sur le témoin. Par exemple dans une expérience le témoin est 
mort en 24 heures, et-les cing souris qui avaient subi une injec- 
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tion préalable de l’albumose sont mortes en 60, 741, 65, 190 et 
180 heures respectivement apres Vinoculation avec le charbon. 

Le charbon qui nous a servi dans nos expériences a quel- 
quefois produit un peu d’cedeme chez les témoins : le plus sou- 
vent iln’y avait pas d’exsudat, et tres exceptionnellement avons- 
nous pu noterun cedéme considérable. Mais chez les souris qui 
ont recu l’albumose en méme temps que le charbon ou aupara- 
vant, nous avons trés souvent remarqué un fort cedéme. Nous 
avons trouvé que le développement de cet cedeme est accom- 
pagné d'un accroissement, souvent considérable, du poids de 
Vanimal. Si l’ced?me nest pas bien limité, mais tres étalé, il 
peut étre difficile de le reconnaitre pendant la vie de l’ani- 
mal. Dans certains cas, l’accroissement du poids nous a 
renseignés sur la présence de l'cedeme pendant la vie; a l’au- 
topsie nous avons pu vérifier ce diagnostic. Chez les souris qui 
ont survécu dans nos expériences, nous avons quelquefois pu 
voir l’cedéme: dans d'autres, cas, nous avons observé un accrois- 
sement du poids pendantles premiers jours aprés!’inoculation. Ces 
souris ontété souvent visiblement malades (perte de l’appétit, stu- 
peur); nous croyons pouvoir enconclure quel’immunité produite 
par l’albumose du charbon n’est pas simplement un effet local, 
un obstacle quelconque au développement des bacilles injectés. 

Les souris qui, grace 4 l’albumose, ont survécu a une 
inoculation avec le charbon, ne possédent pas une immunité 
durable contre cette maladie. Ainsi, sur 12 souris qui ont sur- 
vécu & une premiere inoculation, 11 ont succombé a une 
seconde dose du virus. La seule qui a survécu est morte aprés 
une troisieéme inoculation. Souvent, dans ces cas, la mort est 
survenue apres un délai considérable. 

En résumé nous pouvons dire que V’albumose produite aux 
températures basses, c’est-a-dire dans les conditions ol nous 
ne trouyons pas qu'il y ait de diastase, augmente la résis- 
tance des souris contre le charbon, au moins aux doses que 
nous avons employées. Au contraire l’albumose produite aux 
températures élevées, auxquelles l’action des diastases est mani- 
feste, et celle qui est produite par l’action directe de la diastase 
du charbon, ne possédent aucun pouvoir d’augmenter la résis- 
tance des souris contre le charbon; il est méme possible qu’elles 
la diminuent. | 
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Cette albumose immunisante ast-elle produite indépendam- 
ment d’une diastase ou non? Dans les expériences jusqu ici 
décrites, nous l’avons obtenue probablement mélangée avec les 
albnmoses d’origine diastasique, avec les diastases elles-mémes 
et une foule de substances inconnues. Le premier pas pour la 
purifier doit étre de la séparer des autres albumoses d’origine 


diastasique. Cela n’est pas possible par les procédés ordinaires 


d’analyse, parce que jusqu ici nous ne connaissons pas un seul 
caractére chimique parlequel on puisse distinguer ces albumoses 
si différentes dans leurs actions physiologiques. Nous avons 
donc cultivé le charbon dans une solution de peptone pure, c’est- 
a-dire dans une solution qui n’a pas donné de précipité avec le 
sulfate d’ammoniaque. Dans ces conditions le bacille peut bien 
produire ses diastases, mais celles-ci ne trouvent pas dans le 
milieu des protéides qu’elles puissent décomposer, pour fournir 
les albumoses de la digestion. Néanmoins, apres que cette solu- 


tion a servi pour la culture du charbon, elle donne un précipité 


faible avec le sulfate d’ammoniaque. Ce précipilé a été séparé et 
purifié par le méme procédé que celui qui nous a déja servi 
pour isoler les albumoses. Avec la substance ainsi obtenue nous 
avons réussi a produire l'immunité contre le charbon. 

Nous avons éprouvé beaucoup de difficulté a faire cette expé- 


rience. Il est bien connu que la peptone ordinaire du commerce 
consiste pour une bonne part en albumoses, et que, par consé- 


quent, sa solution donne un précipité abondant avec le sulfate 
d@’ammoniaque. D’abord nous avons cherché a obtenir une solu- 
tion de peptone débarrassée de ces albumoses par une digestion 
tryptique trés active et trés prolongée. Par cette méthode, nous 
avons obtenu une solution trés riche en peptone qui, méme 


apres concentration, n’a pas donné les réactions ordinaires des 


albumoses; mais toujours, par saturation avec le sulfate d’ammo- 
niaque, un précipité s’est produit. Dans le but d’enlever cette 


Substance précipitable, nous avons plusieurs fois fait dans le 


liquide des précipités gélatineux de phosphate de chaux, mais 


sans succes. Alors nous avons cherché & séparer les albumoses 


dune solution de peptone ordinaire en la saturant avec du sul- 
fate d’ammoniaque; mais nous n’avons pas pu faire disparaitre 
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ensuite le sulfate de la solution. Enfin nous avons réussi a avoir 
une solution de peptone dépourvue d’albumoses par une dialyse 
répétée. Trente grammes environ de peptone du commerce 
étaient placés dans un sac de parchemin, avec 100 c.c. de solution 
a5 0/0 de carbonate de soude, un peu de trypsine trés active de 
Benger, et un exces de thymol. La dialyse a été faite dans 
environ 900 c. c. d’eau distillée, et, pour aider la dialyse, le sac de 
parchemin était agité pendant la journée au moyen d’un moteur 
a eau. Aprés six jours, le liquide extérieur contenait beaucoup 
de peptone mais aussi une trace d’albumose. Il a été évaporé 
jusqu’a un petit volume, et placé de nouveau dans un dialyseur. 
Aprés quelques jours, l'eau ambiante était concentrée par 


ébullition, diluée de nouveau et concentrée. Ce traitement fut. 


répété afin de chasser toutes traces de thymol. Nous avons ainsi 
obtenu environ 300° d'une solution de peptone & 4 0/0 a 
peu pres. Sans doute il y restait d'autres matiéres comme 
Ja leucine et tyrosine, mais il n’y avait aucune substance pré- 
cipitable par le sulfate d’ammoniaque. Nous avons cherché a 
enlever au moyen de l’acétate de plomb la substance colorant 
en jaune la solution. Apres acidification préalable par l’acide 
acétique, le liquide a été saturé par cette substance, puis nous 
avons précipité le plomb au moyen de l’acide sufhydrique. La 
ligueur fut alors stérilisée et ensemencée avec du charbon. Une 
culture ty pique se produisit. Aprés une semaine elle fut filtrée sur 
porcelaine et saturée de sulfate d’ammoniaque. Un précipité léger 
mais assez distincts’est formé. Nous l’avons séparé, non par la 
filtration, mais par l’appareil centrifuge. Il fut alors dialysé et 
précipilé par l’alcool comme dans les autres expériences. Nous 
avons été frappé par ce fait (quia déja été remarqué dans d’autres 
expériences du méme genre) que l’albumose ainsi obtenue était 
tres peu soluble dans l’eau, La solution que nous avons enfin 
obtenue contenait tant de matiére colorante que nous n’avons 
pu faire aucune réaction par l’hydrate de potasse et le sulfate 
de cuivre. Alors nous avons essayé sa réaction xanthoprotéique, 
et avons trouvé qu’elle était un peu plus faible que celle qui est 
donnée par une solution de peptone ordinaire a 4 0/0. Elle fut 
diluée & dix-sept fois son volume et injectée a des souris. Quatre 
souris ont regu des quantités variant entre 0,005 c. c. et 2c. c. de 
la solution diluée, qui fut encore plus étendue quand cela fut 
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nécessaire. Apres une semaine elles furent inoculées avec le 
charbon. Deux témoins sont morts en 24 heures. Des souris de 
Vexpérience, l’une est morte du charbon dans 36 heures, l’autre 
apres 216 heures, la troisitme apres 380 heures; mais ni avec 
le microscope ni par les cultures, il n’a été possible de trouver 
de bactéridies. La dernitre a survécu. On peut noter que la 
souris qui est morte en 36 heures, souffrait de la diarrhée au 
moment ouelle a été inoculée. Ainsi nous croyons que dans cette 
expérience nous avons préparé une toxalbumine a un état de 
pureté plus grande que celles que l’on a eues jusqu’ici. Mais la 
méthode par Jaquelle elle a été isolée, a di aussi séparer 
toutes les diastases qui probablement existent dans la culture. 
Pour cette raison une analyse chimique ordinaire n’aurait aucune 
valeur. 2 

D’ailleurs nous l’avons obtenue en quantités beaucoup trop 
petites pour cette analyse. Mais il est bien possible que par 
Vemploi des milieux de culture qui ne donnent pas a lorigine 
un précipité avec le sulfate d’ammoniaque, on obtiendrait des 
renseignements de grande valeur sur la nature chimique des 
toxalbumines. 


VI 


Comme nous l’avons déja signalé, ’albumose de charbon 
donne des résultats trés inconstants quand on éprouve son pou- 
voir immunisant chez les souris. Quant aux causes d’erreur qui 
pourraient intervenir pendant sa fabrication, nous avons décrit 
toutes celles que nous avons pu remarquer. Il est possible 
qu'il y en ait d’autres venant des souris elles-mémes. Quelque- 
fois on voit que toutes les souris d'une cage souffrent d’une 
diarrhée plus ou moins marquée. Chez les souris dans cette 
condition, nous n’avons jamais réussi a4 produire l’immunité. 
Peut-étre existe-t-il aussi une influence de la race qui ne doit 
pas étre oubliée. Nous n’avons pas pu produire l’'immunité chez 
les souris d’une couleur jaunatre. Les souris blanches, Jes souris 
noires et les souris pies, sont les plus faciles & immuniser. 
Peut-étre que Ja qualité de la nourriture a aussi un rdle. Au 
moins cela nous est suggéré par l’expérience suivante. 

Vingt rats adultes, a peu pres de la méme taille, étaient 
divisés en deux groupes et placés dans des cages séparées. Le 


SUR LES ALBUMOSES ET LES TOXALBUMINES. 647 


premier groupe de dix rats a regu une nourriture de pain et de 
lait frais préalablement stérilisé dans l’autoclave. Tous les jours 
Ja cage était soigneusement nettoyée. Le second groupe a recu 
une nourriture de pain et de lait aigre. Dans ce cas, le lait 
était d’abord stérilisé, puis ensemencé avec le bacillus acidi 
lactici. Aprés 36 heures de culture, on a donné le lait aux 
rals. Au bout de trois jours de ce régime, tous les rats étaient 
inoculés avec du charbon virulent. Chacun a recu.la méme dose, 
0,3 c. c. d’une émulsion épaisse d’une culture sur gélose. Le 
régime a été continué pendant quinze jours. Tous les rats du 
second groupe sont morts du charbon, mais des dix rats nourris 
de lait frais, six ont survécu. I] est évident que dans cette expé- 
rience, le lait acidifié par le bacdllus acidi lactici a diminué le 
pouvoir que posséde le rat de résister au charbon. L’action de 
Vacide lactique sur les phagocytes est assez connu, et on est tenté 
de chercher 1a une explication de ce phénomeéne. 

M. le docteur E. Roux nous permet de dire qu’il a réussi aussi 
a produire l’immunité contre le charbon chez les lapins, avec les 


produits de culture du charbon. Il a employé une méthode fort 
ingénieuse et fort intéressante. Il a ajouté un peu de glycérine 


au milieu de-culture. Avec l’albumose isolée de ces milieux, ila 
pu produire l’immunité dans quelques cas, mais il a trouvé que 
les résultats n’étaient pas tres constants. Comment expliquer 
Vinfluence favorisante qu’exerce la glycérine dans ces expériences 
du D™ Roux? Il est bien connu que la glycérine en solutions 
concentrées, exerce un grand pouvoir préservateur sur les dias- 
tases et sur les toxines bactériennes. Ii est possible aussi qu’en 
solution diluée, elle a aidé a la conservation des propriétés de 
la toxalbumine qui s’y était formée. Mais il y a aussi une autre 
explication, peut-étre un peu plus simple. Cartwright Wood a 
trouvé que par l’addilion d’un peu de glycérine au milieu, la 
production des diastases était empéchée chez plusieurs microbes. 
Il est possible que, dans des cultures glycérinées du charbon, la 
production d’une diastase pouvant détruire les albumoses 
toxiques et produire les albumoses ordinaires n’ait pu avoir lieu, 
Ainsi le D? Roux a pu obtenir |’albumose immunisante a un état 
de pureté relativement grande. 
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_Jusqu’ici Ja toxalbumine du charbon a été caractérisée par un 
pouvoir immunisant qui est tres inconstant chez es lapins et les 
souris, et qu’elle exerce quand elle est injectée a doses minimes. 
Possede-t-elle d’autres actions physiologiques? Et peut-on lui 
trouver des caractéres qui la distinguent des albumoses ordinaires 
de la digestion ? 

Sidney Martin a empoisonné des souris par l’albumose du 
charbon. Mais pour cela, il a fallu employer des doses si fortes, 
qu’on est tenté de se demander si la méme dose de l’albumose 
de digestion n’aurait pas produit aussi une maladie chez les 
souris. Nous n’avons pas répété ces expériences, ne voulant pas 
épuiser notre provision d’albumose, mais nous avons fait des 
expériences avec des doses 500 a 7,000 fois plus grandes que 
celles qui sont nécessaires pour produire l’immunité. Nous pou- 
vons dire que chez les souris, les cobayes, les lapins, on ne peut 
produire aucun symptéme visible d’empoisonnement avec les 
doses susdites, que l’albumose soit injectée dans le péritoine 
chez les souris, dans les veines chez les lapins, ou sous la peau. 
Enfin, au moins aux doses ordinaires, |’albumose du charbon ne 
peut étre regardée comme toxique pour les animaux les plus 
sensibles a la maladie charbonneuse. 

Mais comment se comporte-t-elle chez les animaux plus 
réfractaires ? Chez les rats et les grenouilles, nous l’avons yue 
produire des symptémes trés intéressants quand elle était injectée 
en doses relativement petites. Hn voici un exemple : 

Deux grands rats adultes ont recu sous la peau 2¢.c. et3,5c.c. 
respectivement d’une solution a 1 0/0 d’albumose du charbon. 
Apres 10 et 3 minutes respectivement, des symptOmes d’empoi- 
sonnement ont commencé a se montrer. La respiration est tout 
a coup devenue laborieuse et lente. Le pouvoir de coordination 
des membres antérieurs et postérieurs était fort diminué, et la 
marche sest montrée fort difficile. Les membres postérieurs 
semblaient presque paralysés. Les symptomes étaient a peu 
pres les mémes chez ces deux rats. Aprés une demi-heure, les 
signes de maladie diminuent, et apres deux heures les rats étaient 
complétement rétablis. Dans d’autres expériences, nous avons 
injecté l’albumose dans le péritoine, et nous avons obtenu des 
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résultats analogues, mais encore bien plus marqués, méme en 
employant des doses plus petites, par exemple 4 c. c. d’une solu- 
lion a 4 0/0 de l’albumose, pour un grand rat adulte. Souvent 
uous avons vu les rats devenir si faibles apres une telle injection 
qu'ils ne pouvaient plus se tenir sur leurs pattes. Ces sympt6mes 
doivent étre regardés comme un effet d’intoxication spécifique 
par ’albumose du charbon, et non simplement par une albumose 
quelconque, parce que nous avons trouvé que les rats supportent 
sans aucun inconvénient les injections intrapéritonéales d’une 
méme quantité des albumoses ordinaires de la digestion. 

Les rats sembleut acquérir avec facilité ’immunité contre 
cette albumose; au moins nous avons observé 3 rats qui ont subi 
sans aucun inconvénient des injections d’albumoses qui auraient 
suffi & les intoxiquer 5 jours auparayant. L’innocuité de l’albu- 
mose dans cette expérience ne peut pas étre attribuée 4 quelque 
changement dans la solution de l’albumose, parce que, dans des 
expériences faites plus tard avec la méme solution, nous avons 
trouvé qu’elle n’avait pas perdu son pouvoir toxique. D’ailleurs 
Yalbumoseen solution se conserve longtemps al’abride lalumieére. 


Apres cing mois, nous n’avons pas pu trouver la moindre diminu- 


lion d’actiyilé dans une solution de l’albumose du charbon. 

La grenouille est aussi un animal qui est profondément 
influencé par cette albumose. Sur huit grenouilles injectées avec 
1/2 c. c. dune solution a1 0/0 de l’albumose du charbon, sept 
sont mortes en des temps variant entre 37 minutes et 36 heures. 
Ordinairement la mort survient deux ou trois heures apres l’in- 
jection. 

M. Hardy, quia fait des recherches étendues sur l’effet de 
divers poisons chez les crustacés, nous fait savoir que, pour les 
écrevisses, l’albumose du charbon est toxique au plus haut degré. 
Nous n’avons pas répété ses expériences. Ainsi, pour les animaux 
les plus susceptibles au charbon, l’albumose n’exerce aucune 
action toxique aux doses que nous avons employées. Chez les 
animaux réfractaires au contraire, elle agit comme une toxine 
plus ou moins dangereuse pour la santé de l’animal. N’y a-t-il 
pas ici une relation entre la susceptibilité pour l’albumose 
et l'immunité contre le bacille qui la produit? A priort on 
pourrait penser que les rats jeunes seront plus facilement intoxi- 
qués par cette albumose que les rats adultes. Mais ils sont sen- 
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sibles au charbon, et nous avons trouvé qu’ils sont insensibles a 
notre albumose. Dans deux expériences, nous avons en tout 
injecté neuf jeunes rats agés d’un mois avec des doses dela méme 
solution d’albumose que celle qui nous a servi dans nos essais 
sur les rats adultes. Les injections étaient faites dans le péri- 
toine. Les animaux ont recu des quantités qui, proportionnelle- 
ment & leurs poids, variaient de la dose qui a profondément 
affecté les rats adultes jusqu’a une dose cinq fois plus grande. 
Dans uncas seulement nous avons remarqué que le rat n’était pas 
aussi vif.que ses compagnons et qu’il a montré une disposition 
au sommeil; tous les autres sont restés bien portants. 


Vill 


CONCLUSIONS. 


1. Le bacille du charbon peut produire une diastase protéo- 
lytique. Cette diastase agit sur les matiéres poétiques, en 
les décomposant avec formation d’albumoses. Les albumoses 
ainsi obtenues n’ont aucun pouvoir immunisant. 

2. Le bacille du charbon peut produire une autre albumose 
direclement, c’est-a-dire sans l’intervention d’une diastase. 

_ 8. Nous avons pu obtenir cette albumose & un état de 
pureté relative, c’est-a-dire sans mélange avec les albumoses 
de digestion, en cultivant le bacille dans une solution de peptone 
pure. | 

4. Cette albumose & des doses tres petites confére aux souris 
le pouvoir de résister 4 !a maladie charbonneuse, pouvoir qui 
quelquefois peut aller jusqu’é ’immunité complete, mais le plus 
souvent se manifeste par une survie considérable. 

5. Cette albumose a doses ordinaires ne produit aucun symp- 
tome d’empoisonnement chez les animaux sensibles au charbon. 

6. Chez les animaux qui jouissent d’une immunité relative 
contre la maladie charbonneuse comme le rat, la grenouille, 
l’écrevisse, cette albumose agit comme une toxine énergique 

7. Les rats jeunes au contraire, sensibles au charbon, ne 
sont pas empoisonnés par cette substance. 
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P. FRANKLAND et P. Fox. Sur une fermentation pure de mannite et de 
glycérine. Proc. Roy. Soc., t. XLVI, p. 345. —P. Franktanp, A. Stan- 
Ley et W. Frew. Fermentations produites par le pneumocoque de 
Friedlander. Journ. chem. Soc., t. XIX, p. 253. — P. Franktanp et 
W. Frew. Fermentation pure de mannite et de dulcite. /d., t. XX, 
p. 254. — P. Franxianp et Lumspen. Décomposition de la mannite 
et du dextrose par le bacillus ethaceticus. Id., t. XXI, p. 4382. — 
Frankcanp et J. Mac Grecor. Fermentation de larabinose par le 
bacillus ethaceticus. Id., p. 736. 


On ne peut qu’applaudir aux efforts de M. Percy Frankland et de 
ses collaborateurs pour connaitre les produits de la transformation 
que subissent, sous influence de microbes purs, certaines substances 
difficilement fermentescibles, telles que la mannite, la dulcite, la 
glycérine. La preuve qu’elles sont difficilement fermentescibles, c’est 
qu’elles prennent elles-mémes naissance dans certaines fermentations 
aérobies et anaérobies, ce qui revient a dire qu’elles sont inattaquables 
par les microbes qui produisent ces fermentations. Mais elles peuvent 
étre disloquées a ieur tour par d’autres microbes, et se transformer en 
produits plus stables, de structure moins compliquée. A mesure que la 
complication moléculaire diminue, le nombre possible de ces produits 
ultimes de la vie anaérobie devient naturellement de plus en plus 
faible, ce qui revient 4 dire qu’on doit les retrouver dans un grand 
nombre de fermentations. La chose est évidente pour I’acide carboni- 
que, pour l’hydrogéne, qui.sont arrivés au maximum de simplification. 

La conséquence reste encore trés claire pour le forméne, pour 
Veau. A un niveau de complication un peu plus élevé, on trouve l’alcool, 
les acides formique, acétique, butyrique. Ces corps sont difficilement 
attaquables pour un grand nombre de microbes anaérobies. Aussi 
les retrouve-t-on comme produits principaux ou- secondaires d’un 
grand nombre de fermentations. Ils ne sont guére attaquables que par 
des microbes aérobies, opérant avec le concours de l’oxygéne libre. 

Enfin, 4 un niveau encore plus élevé de complication, nous trou- 
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vons l’acide succinique, la glycérine, la mannite, qui restent comme 
résidus vitaux de beaucoup de ferments. Mais ces résidus sont trop 
complexes pour ne pas pouvoir fermenter a leur tour, sous l’influence 
de microbes spéciaux, méme anaérobies. On peut méme prévoir a 
priori que leurs microbes ferments ne sont pas toujours nécessairement 
distincts de ceux qui leur ont donné naissance. JI suffira quelquefois 
d’un changement dans les conditions physiologiques pour donner a 
un microbe la faculté de détruire les résidus vitaux qu'il accumule 
autour de lui dans d’autres conditions d’existence. C’est ainsi que le 
mycoderme du vinaigre peut, ainsi que l’a montré M. Pasteur, briler 
l'acide acétique qu’il a formé, quand il n’a pas d’autre matiére alimen- 
taire & consommer. C’est encore ainsi que la levure de biére peut faire 
disparaitre, comme je l’ai fait voir, la glycérine qu’elle a produite quand 
elle jouait le rdle de ferment alcoolique. 
- De méme, et en suivant le méme ordre d’idées, il pourra arriver et 
il arrivera que les microbes, ferments de ces matiéres difficilement 
fermentescibles, pourront les attaquer dans certains cas, et pas dans — 
d’autres, pourront par exemple commencer la fermentation et seront 
incapables de l’achever. C’est ce qu’ont remarqué tous ceux qui ont 
essayé de faire fermenter de l’amidon, de la cellulose, de la dextrine, 
de la glycérine. Les cas sont rares ot une de ces substances se trans- 
forme intégralement du premier coup, sous linfluence d’un seul 
microbe, alors méme que la fermentation a trés bien commencé. 

Aussi, quandon se livre aces études, le point essentiel est d’obtenir 
des fermentations completes, et, quand elles ne le sont pas, de tacher de 
découvrir pourquoi elles se sont arrétées. Cela est important au point 
de vue de la théorie; cela est important aussi au point de vue de la 
pratique et des applications. M. P. Frankland a par exemple étudié, 
avec MM. Stanley et Frew, le pneumocoque de Friedliinder. Quel 
intérét n’y aurait-il pas 4 savoir pourquoi une fermentation produite 
par ce microbe s’arréte en route! Une fermentation qui cesse n’est- 
elle pas dans une certaine mesure comparable a un malade qui guérit? 

Les travaux faits dans cette direction 4 ’Institut Pasteur portent la 
trace de ces préoccupations. M. Perdrix (v. ces Annales, t. V. p. 286), 
a montré que deux modes de fermentation divers peuvent se super- 
poser, en se fondant insensiblement l’un dans lautre, lorsqu’on fait 
agir sur le sucre le bacille amylozyme. Un travail de M. Grimbert 
montrera bientdt Pinfluence de l'Age de la semence et de son origine 
sur la fermentation de certaines matiéres sucrées. 

Le soin évident que MM. Frankland et ses collaborateurs por- 
tent dans l’exécution de leurs expériences fait souhaiter qu’ils s’enga- 
gent aussi dans cette voie. Ils se sont bornés jusquwici & des constata- 
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tions un peu superficielles, qu’il est utile pourtant de résumer, autant 
‘pour montrer ce qu’elles nous apportent de nouveau que pour indiquer 
ce qui leur manque. 

Un bacille non sporifére, découvert. dans du fumier de brebis, et 
isolé en cultures pures, fait fermenter la glycérine et la mannite, 
additionnées de peptone et de carbonate de chaux. La fermentation 
donne surtout de lalcool éthylique et de l’acide acétique. Il se forme 
en outre, en petites quantités, de lacide succinique et de l’'acide for- 
mique. Mais la fermentation est toujours incompléte. Dés lors toutes 
les déductions des auteurs relatives 4 la proportion entre l’alcool et 
Pacide acétique sont caduques, car rien ne dit que cette proportion 


reste constante d’un bout a l’autre de la fermentation. Cette remarque ~ 


s’applique a tous les autres résultats des travaux visés en téte de cet 
article, et nous ne la renouvellerons plus. 
- Le bacille de la fermentation précédente, nommé bacillus etha- 
ceticus * & raison de ses propriétés, fait aussi fermenter le glucose, le 
sucre de canne, le lactose, l’'amidon et le glycérate de chaux. II est 


sans action sur la dulcite, Pérythrite, le glycol, les lactate, tartrate, 


citrate, et glycolate de chaux. En outre de ces substances fermentes- 
cibles contenant trois ou six atomes de carbone, le méme bacille fait 
fermenter un sucre a 5 atomes, l’arabinose. Avec tous ces corps, 
quand la fermentation s’accomplit dans un ballon fermé par un tampon 
de coton, et ot l’air peut avoir accés, il se forme de l’alcool ordinaire 
mélangé de traces d’alcools supérieurs, et de l’acide acétique mélangé 
-@une petite quantité d’un acide de degré plus élevé. Il y a en outre 
un peu d’acide succinique. Quand la fermentation se fait en vases 


clos, il se dégage des proportions variables d’acide carbonique et 


d@hydrogéne, et on trouve dans le liquide, en outre des produits 
signalés plus kaut, des quantités assez notables d’acide formique. En 
-outre, avec l’arabinose, il y a un acide qui n’a pas été étudié. 

Le pneumocoque de Friedlander se comporte comme le bacille pré- 
cédent vis-a-vis de la mannite et de la dulcite; il distingue entre ces 
deux sucres isoméres, et fait fermenter le premier, non le second. I 
fait aussi fermenter le dextrose, le sucre de canne, le sucre de lait, le 
rraltose, le raffinose et la dextrine. De plus, les produits principaux 
de son action sur le dextrose et ]a mannite sont, comme pour le bacil- 
lus ethaceticus, Valcool éthylique et l’acide acétique, accompagnés de 
faibles quantités d’acides formique et succinique. Il se dégage en 
outre de acide carbonique et de l’hydrogéne. Ici encore les fermenta- 


4. Des idées développées en téte de cet article, il résulte que ce nom est mal 
choisi. L'alcool et acide acétique, étant les produits @un grand nombre de fer- 
mentations, ne peuvent servir a former le nom spécifique de Yun des bacilles qui 


en produisent. 
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tions sont restées incompletes, et de plus le rapport de Valcool aux’ 


acides fixes calculés en acide acétique est trés variable, non seulement 
quand on passe du glucose a la maninite, mais encore d’une fermen- 
tation de mannite 4 une autre. Il est clair que le probléme de la relation 
biologique du pneumocoqueavec sa matiére alimentaire n’est pas résolu. 

Enfin, MM. Frankland et Frew ont trouvé dans une solution dun 
citrate, entrée en fermentation spontanée, un petit bacille court dont 
Mme Frankland donne la description, et qui, 4 l'inverse des précédents 
fait fermenter'la dulcite plus facilement que la mannite. Ce bacille a été 
soumis, au point de vue biologique, 4 une investigation minutieuse, 
et voici quels ont été les résultats obtenus. 

Lorsque la fermentation a lieu dans un vase fermé par un tampon 
de coton au travers duquel la diffusion est facile, la fermentation de 
la mannite ou de la dulcite est terminée au bout de 5 a6 semaines a 
l’étuve a 39°. Il se produit encore, comme plus haut, de l’alcool éthy- 
lique, des acides acétique et succinique; il se dégage de ’hydrogéne 
et de l’acide carbonique. 

Quand le flacon de fermentation porte un tube a gaz se rendant 


-sous le mercure, de fagon 4 rester constamment a l’abri de l’oxygéne 


de lair, une grande partie de la mannite et de la dulcite échappent a 
la fermentation, et parmi les produits, on trouve, outre ceux signalés 
ci-dessus, de l’acide formique. 

Nous avions déja trouvé de l’acide formique dans les fermentations 
en vases clos produites par le bacillus ethaceticus et le pneumocoque. 
Or, en faisant abstraction de acide carbonique provenant de la décom- 
position du carbonate de chaux par les acides formés dans la fermen- 
tation, ce qui reste de ce gaz, et la totalité de l’hydrogéne sont préci- 
sément dans la proportion qui correspond a la formule de l’acide 
formique CH? 0? = H? + CO?. 


On peut donc s’expliquer, disent M. Frankland et ses collabora- 


teurs, les proportions variables d’acide formique, d’acide carbonique 
et d’hydrogéne des diverses fermentations, en admettant qu’il se 
forme toujours a l’origine de l’acide formique, lequel se décompose 
ensuite, jusqu’a disparaitre totalement, en donnant de l’acide carbo- 
nique et de 'hydrogéne a volumes égaux. 

Le bacillus ethaceticus donne lieu A des constatations analogues. 
Quand il fait fermenter le dextrose en vases non absolument clos, et 
quand la fermentation est compléte, on ne trouve pas d’acide for- 
mique. On en trouve, au contraire, quandla fermentationalieu en vases 
clos. Et 1&4 encore MM. Frankland et Lumsden inclinent a croire qwil 
s’en forme toujours, mais qu’ilest parfois détruit pendantla fermentation 
et décomposé en volumes égaux d’acide carbonique et d’hydrogéne. 
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Assurément la chose est possible, mais la conclusion ne résulte 
pas nécessairement des faits observés. Voici une levure qui, A l’abri de 
Yair, transforme & peu prés intégralement le sucre en alcool, acide 
succinique, glycérine et acide carbonique. Au contact de Pair, il n’y 
a presque pas d’alcool produit, et en échange on observe une plus 
grande proportion d’acide carbonique. Va-t-on dire qu’il s’est formé- 
de l’alcool comme produit intérimaire, et que cet alcool a été ultérieure- 
ment brdlé par la levure? Evidemment non, et on peut appuyer celte 
négation sur ce fait que la levure peut rester presque indéfiniment en 
présence de l’alcool sans le faire disparattre. Au contraire, pouvons- 
nous affirmer, comme nous l’avons fait au commencement de cet 
article, que l’acide acétique, produit par le mycoderme du vinaigre, 
est un produit intérimaire destiné 4 étre bralé? Oui, parce que le voile 
de ce mycoderme peut brialer de l’acide acétique Brotatdc Pextérieur 
dans la culture. Une seule expérience eit mieux étayé les conclusions 
de M. Frankland que toutes ses laborieuses déductions, dont quelques- 
unes au moins semblent trés contestables. Il aurait fallu voir si de 
Vacide formique, ajouté aux cultures faites dans des vases fermés a 
la ouate, disparait pendant la fermentation. 

S’il disparait, comme cela est rendu probable par les résultats con- 
signés dans le travail en téte de ce numéro, la conclusion de M. Frank- 
land devient plus probable, sans pourtant encore s’imposer; s’il ne 
disparait pas, les faits découverts subsistent, mais il faut en chercher 
Vexplication plus profondément, et faire entrer en ligne de compte les 
changements de nutrition suivant que le bacille vit d’une fagon toute 
anaérobie en vases clos, ou bien peut recevoir une provende d’oxygéne 
au travers d'un tampon d’ouate. Que les conditions de la vie soient 
différentes dans les deux cas, c’est ce qui est démontré par une multi- 
tude de faits qu’il serait oiseux de rappeler. Mais ce qu’on ne sait 
pas encore, c’est en quoi consistent ces différences de nutrition, et de 
quoi elles dépendent. Toutes les générations de microbes qui se succé- 
dent dans une culture ont-elles besoin d'un peu d’oxygéne? Une méme 
génération se comporte-t-elle de méme au commencement, au milieu 
et dla fin de sa vie? L’air peut-il rajeunir une génération déja 
vieille ?.On pourrait faire une série de questions analogues, relative- 


‘ment faciles & résoudre avec les étres qui, comme ceux qu’ont étudié 


M. Frankland et ses collaborateurs, peuvent faire fermenter un grand 

nombre de substances en donnant des produits différents suivant les 

cas. C’est pour cela que je me suis permis de leur rappeler ces pro- 

blémes. Ils ont Se cee et ’habileté nécessaires pour les résoudre. 
Dx. 
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